Sytokromi P450 2C19- tai sytokromi P450 2D6 -genotyypatut ihmisen maksan mikrosomit lääkeaineiden farmakokinetiikassa esiintyvän yksilöllisen vaihtelun ennustamisessa by Järvinen, Hanna













SYTOKROMI P450 2C19- TAI SYTOKROMI P450 2D6 -GENOTYYPATUT IHMISEN 
MAKSAN MIKROSOMIT LÄÄKEAINEIDEN FARMAKOKINETIIKASSA 













                                                   Helsingin yliopisto 




                                Toukokuu 2017 
       
     
 
Tiedekunta/Osasto Fakultet/Sektion – Faculty 
Farmasian tiedekunta 
 
Osasto/Sektion – Department 
Farmaseuttisten biotieteiden osasto 
Tekijä/Författare – Author 
Hanna Järvinen 
  
Työn nimi/Arbetets titel – Title 
Sytokromi P450 2C19- tai sytokromi P450 2D6 -genotyypatut ihmisen maksan mikrosomit lääkeaineiden 
farmakokinetiikassa esiintyvän yksilöllisen vaihtelun ennustamisessa 
  
Oppiaine/Läroämne – Subject 
Biofarmasia 
 
Työn laji/Arbetets art – Level 
Pro gradu -tutkielma 
 
Aika/Datum – Month and year 
Toukokuu 2017 
  
Sivumäärä/Sidoantal – Number of pages 
115 
Tiivistelmä/Referat – Abstract 
Lääkeainevasteissa esiintyvä yksilöllinen vaihtelu voi johtaa hankaluuksiin lääkkeen annostuksen määrittämisessä 
ja lääkkeen käyttöön liittyvien riskien kasvamiseen. Vaihtelua voi esiintyä lääkeaineen farmakokinetiikasta tai 
farmakodynamiikasta johtuen. Yksi merkittävä farmakokineettistä vaihtelua aiheuttava tekijä on sytokromi P450 
(CYP) -entsyymien geneettinen polymorfia. 
CYP2C19- ja CYP2D6-entsyymeissä esiintyy paljon hyvin tunnettua polymorfiaa. Molempia entsyymejä 
koodaavista geeneistä on löydetty täysin toimimattoman entsyymin tuottavia nolla-alleeleja ja 
entsyymiaktiivisuutta lisääviä alleeleja. CYP2D6-geenistä esiintyy lisäksi useita vähäisempään, mutta ei kokonaan 
puuttuvaan entsyymiaktiivisuuteen johtavia alleeleja. Yksilöt voidaan CYP-geenin genotyypin perusteella jakaa 
ilmentämään neljää entsyymiaktiivisuutta kuvaavaa fenotyyppiä: hitaat, keskinopeat, nopeat ja ultranopeat 
metaboloijat. Kliinisten havaintojen perusteella CYP2C19- ja CYP2D6-substraattien farmakokinetiikka 
genotyypiltään hitaiksi metaboloijiksi luokiteltavissa yksilöissä erottuu usein merkittävästi farmakokinetiikasta 
muiden fenotyyppien edustajissa. Muiden fenotyyppien osalta genotyypistä johtuva farmakokineettinen vaihtelu 
vaikuttaa usein peittyvän farmakokinetiikassa muista syistä esiintyvän vaihtelun alle. 
Lääketeollisuus voisi hyötyä menetelmistä, joilla lääkeainevasteissa esiintyvää yksilöllistä vaihtelua olisi 
mahdollista ennustaa jo ennen kliinistä tutkimusvaihetta. CYP-entsyymien geneettisen polymorfian aiheuttamaa 
farmakokineettistä vaihtelua on pyritty ennustamaan erilaisilla staattisilla ja dynaamisilla fysiologiaan perustuvilla 
farmakokineettisillä simulaatiomalleilla. CYP-genotyyppiä on malleissa huomioitu sekä ei-substraattispesifisin että 
substraattispesifisin keinoin. Malleilla on onnistuttu ennustamaan kliinisissä tutkimuksissa substraattien 
farmakokinetiikassa havaittua yksilöllistä vaihtelua. 
Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää CYP2C19- tai CYP2D6-genotyypatuilla ihmisen maksan 
mikrosomeilla hankitun in vitro -metaboliadatan soveltuvuutta lääkeaineiden farmakokinetiikassa esiintyvän 
yksilöllisen vaihtelun ennustamiseen. Polymorfian vaikutusta metaboliaan tutkittiin inkuboimalla substraatteja 
CYP2C19- tai CYP2D6-genotyypiltään eroavien mikrosomien kanssa. CYP2C19-substraatteina käytettiin S-
mefenytoiinia, omepratsolia ja Y1:tä (lääkeyritys Orion Oyj:n kehittämä yhdiste). S-mefenytoiinin ja omepratsolin 
metabolianopeudet eivät olleet CYP2C19-genotyypistä riippuvaisia, hitaan metaboloijan genotyyppiä lukuun 
ottamatta. Muita fenotyyppejä edustavien CYP2C19-genotyypattujen mikrosomien käyttäminen ennustavan in vitro 
-metaboliadatan hankkimiseen ei siis välttämättä ole mielekästä. Y1:n metabolian kaupallisia substraatteja 
merkittävämpää riippuvuutta CYP2C19-genotyypistä ei voitu täysin poissulkea. Tutkittaessa polymorfian 
vaikutusta epäselektiivisiin metaboliareaktioihin on aina otettava huomioon myös muiden kuin polymorfisen 
entsyymin aktiivisuus: CYP3A4-aktiivisuus vääristi tässä tutkimuksessa alun perin omepratsolilla ja Y1:llä 
havaittuja tuloksia. CYP2D6-substraatteina käytettiin dekstrometorfaania ja bufuralolia, joiden metabolianopeudet 
korreloivat hyvin CYP2D6-genotyypin kanssa. CYP2D6-genotyypattuja mikrosomeja voidaan siis ajatella 
käytettävän ennustavan in vitro -metaboliadatan hankkimiseen. Jos genotyypattuja mikrosomeja aiotaan 
lääketeollisuudessa käyttää farmakokinetiikassa esiintyvän yksilöllisen vaihtelun ennustamiseen, tulee tulosten 
luotettavuutta parantavia tekijöitä kuitenkin ottaa huomioon ja suorittaa vielä useampia tutkimuksia. 
Avainsanat – Nyckelord – Keywords 
Yksilöllinen vaihtelu; geneettinen polymorfia; CYP2C19; CYP2D6; PBPK-simulaatiomallit; genotyypatut 
mikrosomit; genotyyppi-fenotyyppi-korrelaatio 
  
Säilytyspaikka – Förvaringställe – Where deposited 
Farmaseuttisten biotieteiden osasto 
  
Muita tietoja – Övriga uppgifter – Additional information 
Ohjaajat: Satu-Maarit Heinonen, Tuomas Tervahauta ja Arto Urtti 
       
 
    
 
Tiedekunta/Osasto  Fakultet/Sektion – Faculty 
Faculty of Pharmacy 
 
Osasto/Sektion – Department 
Division of Pharmaceutical Biosciences 
Tekijä/Författare – Author 
Hanna Järvinen 
  
Työn nimi/Arbetets titel – Title 
Use of human liver microsomes genotyped for cytochrome P450 2C19 or cytochrome P450 2D6 to predict 
interindividual variability in pharmacokinetics of drugs 
  
Oppiaine/Läroämne – Subject 
Biopharmaceutics 
 
Työn laji/Arbetets art – Level 
Master’s Thesis 
 
Aika/Datum – Month and year 
May 2017 
  
Sivumäärä/Sidoantal – Number of pages 
115 
Tiivistelmä/Referat – Abstract 
Interindividual variability in drug responses can complicate the determination of drug doses and increase drug-
related risks. The variability can be caused by pharmacokinetics or pharmacodynamics of drug. One significant 
factor giving rise to the variability in the pharmacokinetics is the genetic polymorphism of cytochrome P450 (CYP) 
enzymes. 
CYP2C19 and CYP2D6 are highly polymorphic enzymes and many of their polymorphisms are well-known. For 
both genes there exist null alleles producing the enzyme with complete lack of function and alleles producing 
increased enzyme activity. Additionally there are alleles of CYP2D6 leading to partially deficient enzyme function. 
Based on the genotype of the CYP gene individuals can be divided into four phenotype groups describing the 
enzyme activity: poor, intermediate, extensive and ultrarapid metabolizers. According to the clinical observations 
the pharmacokinetics of CYP2C19 and CYP2D6 substrates in the individuals genotyped as poor metabolizers often 
significantly differentiates from the pharmacokinetics in the individuals belonging to other phenotype groups. 
Between the other phenotype groups the pharmacokinetic variability caused by the genotype seems to be often 
covered by other reasons causing variability in the pharmacokinetics. 
The pharmaceutical industry could benefit from methods that could predict the interindividual variability in the 
drug responses before the clinical studies. The pharmacokinetic variability caused by the genetic polymorphism of 
CYP enzymes has been predicted with different kinds of static and dynamic physiologically based pharmacokinetic 
simulation models. The models have taken the CYP genotype into account by non-substratespesific or 
substratespesific methods. The models have succeeded to predict the clinically observed interindividual variability 
in the pharmacokinetics of substrates. 
The goal of this study was to find out if in vitro metabolism data obtained with human liver microsomes genotyped 
for CYP2C19 or CYP2D6 could be used to predict the interindividual variability in the pharmacokinetics of drugs. 
The effect of polymorphism on metabolism was examined by incubating the substrates with microsomes with 
different CYP2C19 or CYP2D6 genotypes. S-mephenytoin, omeprazole and Y1 (compound developed by the 
pharmaceutical company Orion Oyj) were used as substrates for CYP2C19. Neither the rate of metabolism of S-
mephenytoin nor omeprazole appeared to be dependent on the CYP2C19 genotype, with the exception of the poor 
metabolizer genotype. Use of microsomes genotyped for the other CYP2C19 phenotypes to obtain predictive in 
vitro metabolism data might therefore not be reasonable. More significant dependence of the Y1 metabolism on the 
CYP2C19 genotype could not be completely excluded. When examining the effect of polymorphism on non-
selective metabolic reactions, the activity of metabolizing enzymes other than the polymorphic enzyme should 
always be taken into consideration: in this study, CYP3A4 activity biased the results initially achieved with 
omeprazole and Y1. Dextromethorphan and bufuralol were used as substrates for CYP2D6 and their rates of 
metabolism correlated well with the CYP2D6 genotype. So microsomes genotyped for CYP2D6 could possibly be 
used to obtain predictive in vitro metabolism data. If genotyped microsomes are to be used in the pharmaceutical 
industry to predict the interindividual variability in the pharmacokinetics, factors increasing reliability of the results 
should be considered first and more studies should be conducted. 
Avainsanat – Nyckelord – Keywords 
Interindividual variability; genetic polymorphism; CYP2C19; CYP2D6; PBPK simulation models; genotyped 
microsomes; genotype-phenotype correlation 
  
Säilytyspaikka – Förvaringställe – Where deposited 
Division of Pharmaceutical Biosciences 
 
Muita tietoja – Övriga uppgifter – Additional information 






Pro gradu -tutkielma toteutettiin lääkeyritys Orion Oyj:lle ja tutkielman kokeellinen osa 
suoritettiin Orionin tutkimuslaboratorioissa Espoossa. Haluan kiittää Orionia 
mielenkiintoisen graduprojektin tarjoamisesta ja mahdollisuudesta tutustua Orionin 
lääketutkimustoimintaan. Projektin mahdollistumisesta haluan kiittää erityisesti Mikko 
Koskista. 
Satu-Maarit Heinosta, Tuomas Tervahautaa ja Arto Urttia kiitän graduni ohjaajina 
toimimisesta. Satu-Maaritia haluan kiittää erityisesti graduni ohjaamisen päävastuun 
hoitamisesta ja Tuomasta käytännön ohjeistuksesta laboratoriotyössä. Lisäksi kiitän Satu 
Juhilaa ja Sanna Kaivosaarta aktiivisesta osallistumisesta tutkimuksen suunnitteluun ja 
tulosten läpikäyntiin ja pohdintaan. 
Käytännön opastuksesta laboratoriotyössä haluan kiittää Marja Härmää ja Eija 
Puukangasta ja analytiikkaan liittyvästä avusta Outi Hollmingia. Lisäksi kiitän kaikkia 




























ACN = asetonitriili 
AUC = plasmapitoisuus-aikakuvaajan ja x-akselin väliin jäävä pinta-ala 
BUF = bufuraloli 
CL/ CL/F /CLpo = puhdistuma/näennäinen puhdistuma/oraalinen puhdistuma 
CLint = ominaispuhdistuma 
Cmax = huippupitoisuus 
CYP = sytokromi P450 
DEX = dekstrometorfaani 
DMSO = dimetyylisulfoksidi 
EM = nopea metaboloija 
ESI = sähkösumutusionisaatio  
FDA = Yhdysvaltain elintarvike- ja lääkevirasto, U.S Food & Drug Administration (eng.) 
HCOOH = muurahaishappo 
Het = heterotsygootti 
Hom = homotsygootti 
IC50  = 50 % inhibition aikaansaava inhibiittoripitoisuus 
IM = keskinopea metaboloija 
IVIVE = in vitro-in vivo ekstrapolaatio 
Ki = inhibitiovakio 
Km = Michaelis-Mentenin vakio 
LLOQ = määritysalaraja 
M1 = metaboliitti 1 
M2 = metaboliitti 2 
MRM = usean reaktion seuranta  
MSP = mikrosomaalinen proteiini 
NADPH = pelkistetty nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatti 
OME = omepratsoli 
PBPK = fysiologiaan perustuva farmakokineettinen 
PM = hidas metaboloija 
LV-näyte = laadunvalvontanäyte 
SME = S-mefenytoiini 
SRM = valitun reaktion seuranta 
ST-näyte = standardinäyte 
UM = ultranopea metaboloija 
UPLC-MS/MS = erittäin korkean erotuskyvyn nestekromatografia-tandem-
massaspektrometria 
Vmax = metaboliitin muodostumisen maksiminopeus 





I KIRJALLISUUSKATSAUS ............................................................................................ 1 
1 JOHDANTO ................................................................................................................ 1 
2 LÄÄKEAINEVASTEISSA ESIINTYVÄ YKSILÖLLINEN VAIHTELU ............... 2 
3 SYTOKROMI P450 (CYP) -ENTSYYMIT FARMAKOKINEETTISEN 
YKSILÖLLISEN VAIHTELUN AIHEUTTAJINA ...................................................... 4 
4 CYP2C19 JA CYP2D6 ................................................................................................ 7 
4.1 Entsyymien geneettinen polymorfia .................................................................... 12 
4.1.1 CYP2C19 .................................................................................................... 12 
4.1.2 CYP2D6 ...................................................................................................... 16 
4.2 Entsyymien geneettisen polymorfian kliininen merkitys .................................... 25 
4.2.1 CYP2C19 .................................................................................................... 25 
4.2.2 CYP2D6 ...................................................................................................... 28 
5 CYP-ENTSYYMIEN GENEETTISEN POLYMORFIAN AIHEUTTAMAN 
FARMAKOKINEETTISEN YKSILÖLLISEN VAIHTELUN ENNUSTAMINEN ... 30 
5.1 CYP-genotyypin huomiointi mallissa ei-substraattispesifisillä menetelmillä ..... 32 
5.2 CYP-genotyypin huomiointi mallissa substraattispesifisillä menetelmillä ......... 37 
II KOKEELLINEN OSA .................................................................................................. 45 
6 JOHDANTO .............................................................................................................. 45 
7 MATERIAALIT JA MENETELMÄT ...................................................................... 46 
7.1 Käytetyt materiaalit ............................................................................................. 46 
7.2 Näytteet ................................................................................................................ 49 
7.2.1 Standardi- ja laadunvalvontanäytteet .......................................................... 49 
7.2.2 Näytteiden esikäsittely ................................................................................ 50 
7.2.3 UPLC-MS/MS ............................................................................................ 50 
7.3 Mikrosomi-inkubaatiot ........................................................................................ 52 
7.3.1 Optimointi-inkubaatiot näytteenottoajankohtien määrittämiseksi .............. 52 
7.3.2 Optimointi-inkubaatiot inkubaatiopitoisuuksien määrittämiseksi .............. 53 
7.3.3 Inkubaatiot genotyypatuilla mikrosomeilla ................................................ 54 
7.3.4 CYP3A4-inhiboidut inkubaatiot ................................................................. 55 
7.4 UPLC-MS/MS -menetelmien validointi .............................................................. 56 
7.5 Datan käsittely ja tilastollinen analyysi ............................................................... 57 
7.6 Korrelaatioanalyysit ............................................................................................ 57 
8 TULOKSET ............................................................................................................... 58 
 
 
8.1 Optimointi-inkubaatiot näytteenottoajankohtien määrittämiseksi....................... 59 
8.2 Optimointi-inkubaatiot inkubaatiopitoisuuksien määrittämiseksi ....................... 61 
8.3 Inkubaatiot genotyypatuilla mikrosomeilla ......................................................... 64 
8.3.1 S-mefenytoiini ............................................................................................ 64 
8.3.2 Omepratsoli ................................................................................................. 65 
8.3.3 Y1 ................................................................................................................ 67 
8.3.4 Dekstrometorfaani ...................................................................................... 69 
8.3.5 Bufuraloli .................................................................................................... 70 
8.4 CYP3A4-inhiboidut inkubaatiot .......................................................................... 71 
8.4.1 S-mefenytoiini ............................................................................................ 72 
8.4.2 Omepratsoli ................................................................................................. 73 
8.4.3 Y1 ................................................................................................................ 75 
8.5 Korrelaatioanalyysit ............................................................................................ 78 
9 POHDINTA ............................................................................................................... 83 
9.1 Inkubaatiot CYP2C19-genotyypatuilla mikrosomeilla........................................ 83 
9.1.1 S-mefenytoiini ............................................................................................ 84 
9.1.2 Omepratsoli ................................................................................................. 84 
9.1.3 Y1: M1 ........................................................................................................ 87 
9.1.4 Y1: M2 ........................................................................................................ 89 
9.2 Inkubaatiot CYP2D6-genotyypatuilla mikrosomeilla ......................................... 90 
9.3 Tutkittujen metaboliareaktioiden selektiivisyys .................................................. 91 
9.4 Metabolian substraattispesifinen riippuvuus CYP2C19-genotyypistä ................ 93 
9.5 CYP2C19-polymorfian merkitys substraattien metabolialle ............................... 95 
9.6 CYP2D6-polymorfian merkitys substraattien metabolialle ................................ 96 
9.7 Genotyypattujen mikrosomien käytettävyys farmakokineettisen yksilöllisen 
vaihtelun ennustamisessa ........................................................................................... 97 
10 YHTEENVETO ..................................................................................................... 101 
KIRJALLISUUSLUETTELO ..................................................................................... 102 
  
LIITTEET 







Nykyisin tiedostetaan hyvin, ettei sama annos samaa lääkeainetta aina sovi kaikille 
yksilöille (Lu 1998). Lääkeainevasteissa esiintyy yksilöllistä vaihtelua, minkä vuoksi 
tavanomainen lääkeaineannos voi olla yhdelle potilaalle tehoton ja toiselle vakavia 
haittoja aiheuttava. Suuri vaihtelu vasteissa hankaloittaa lääkkeen annostuksen 
määrittämistä ja lisää lääkkeen käyttöön liittyviä riskejä, erityisesti kapean terapeuttisen 
leveyden lääkeaineilla. Ennustamalla vaihtelua jo lääkekehityksen mahdollisimman 
aikaisessa vaiheessa voitaisiin tietoa pyrkiä hyödyntämään lääkeainekandidaatin 
jatkokehityksessä (Balant ym. 1989; Vieira ym. 2014; Steere ym. 2015). Kandidaatit, 
joiden vasteissa todennäköisesti esiintyy merkittäviä kliinisiä ongelmia aiheuttavaa 
vaihtelua, voi olla tarpeen karsia jatkokehityksestä tai korvata riskittömimmillä 
analogeilla. Aina suurenkaan ennustetun yksilöllisen vaihtelun ei tarvitse johtaa 
lääkekehityksen lopettamiseen, mutta tiedosta voi olla hyötyä esimerkiksi kliinisten 
kokeiden suunnittelussa, annossuositusten muodostamisessa ja erilaisissa 
riskiarvioinneissa. 
Lääkeainevasteissa esiintyvä yksilöllinen vaihtelu voi johtua useista eri lääkeaineen 
farmakokinetiikkaan tai farmakodynamiikkaan vaikuttavista tekijöistä (Lu 1998). 
Yhtenä merkittävänä syynä vaihtelun syntymisen taustalla on vierasaineiden 
aineenvaihdunta- eli metaboliareaktioita katalysoivien sytokromi P450 (CYP) -
entsyymien geneettinen polymorfia (Zanger ja Schwab 2013). Tämä tarkoittaa, että 
mutaatioiden seurauksena CYP-entsyymejä koodaavista geeneistä esiintyy useita 
vaihtoehtoisia muotoja eli alleeleita, jotka esiintyvät populaatiossa riittävän yleisinä 
(Meyer ja Zanger 1997). Alleelivariantit voivat johtaa muutoksiin entsyymin 
ilmenemisessä ja/tai rakenteessa. Yksilöiden erilaiset yhdistelmät tietyn geenin alleeleja 
eli genotyypit voivat johtaa geenin koodaaman entsyymin erilaisiin aktiivisuuksiin eli 
fenotyyppeihin. CYP-entsyymien polymorfiaa on tutkittu paljon ja sitä tunnetaan 
useiden entsyymien kohdalla (Zanger ja Schwab 2013). Erityisen tunnettuja ovat 
CYP2D6- ja CYP2C19-entsyymien polymorfiat, jotka ovat myös lääkeainemetabolian 
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kannalta merkittäviä. Molempien geenien kohdalla tunnetaan kymmeniä, CYP2D6:n 
osalta jopa yli sata erilaista alleelia, jotka voivat johtaa joko kokonaan tai osittain 
puuttuvaan tai päinvastaisesti korkeampaan entsyymiaktiivisuuteen (CYP2C19 allele 
nomenclature, The Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Committee 
2015; CYP2D6 allele nomenclature, The Human Cytochrome P450 (CYP) Allele 
Nomenclature Committee 2016). 
Pro gradu -tutkielman kirjallisuuskatsauksessa esitetään yleisimpiä syitä 
lääkeainevasteissa esiintyvälle yksilölliselle vaihtelulle perehtyen sen jälkeen 
nimenomaan CYP-entsyymien geneettiseen polymorfiaan. Kirjallisuuskatsauksessa 
käydään läpi yleisimmät CYP2C19- ja CYP2D6-geeneistä esiintyvät alleelivariantit, eli 
selvitetään mitkä mutaatiot geeneissä tai niiden säätelyalueilla saavat aikaan 
alleelivarianttien syntymisen, ja minkälaisiin muutoksiin nämä variantit johtavat 
entsyymien toiminnassa ja siten niiden kautta metaboloituvien lääkeaineiden vasteissa. 
Myös entsyymien polymorfismin kliinistä merkittävyyttä on selvitetty. Lisäksi 
katsauksessa perehdytään siihen, miten CYP-entsyymien geneettisestä polymorfiasta 
johtuvaa yksilöllistä vaihtelua lääkeaineiden farmakokinetiikassa on pyritty 
ennustamaan erilaisilla simulaatiomalleilla.  
Pro gradu -tutkielman kokeellisen osan tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää 
CYP2C19- tai CYP2D6-genotyypattujen ihmisen maksan mikrosomien käytettävyyttä 
lääkeaineiden farmakokinetiikassa esiintyvän yksilöllisen vaihtelun ennustamisessa. Pro 
gradu -tutkielma on toteutettu lääkeyritys Orion Oyj:lle, jolloin genotyypattujen 
mikrosomien osoittautuessa tässä tarkoituksessa käyttökelpoiseksi Orion voisi 
hyödyntää menetelmää omien lääkeainekandidaattiensa tutkimuksessa.  
 
 
2 LÄÄKEAINEVASTEISSA ESIINTYVÄ YKSILÖLLINEN VAIHTELU 
 
Lääkeainevasteissa voi esiintyä yksilöllistä vaihtelua lääkeaineen farmakokinetiikasta 
tai farmakodynamiikasta johtuen (Lu 1998). Vaihtelun voidaan katsoa olevan seurausta 
farmakokinetiikasta, jos yksilöiden välillä esiintyy merkittäviä eroja lääkeaineen 
imeytymisessä, jakautumisessa ja/tai eliminaatiossa ja lääkeaineen kokonaisaltistus tai 
pääsy vaikutuspaikalleen vaihtelee. Lääkeaineen varsinainen vaikutus kohteeseensa on 
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yksilöissä samanlaista, mutta lääkeainepitoisuuksien vaihtelu vaikutuspaikalla johtaa 
erilaisiin vasteisiin. Jos vasteissa esiintyy vaihtelua lääkeaineen farmakodynamiikasta 
johtuen, on yksilöiden herkkyys lääkeaineelle erilainen. Tällöin lääkeainepitoisuudet 
vaikutuspaikalla eivät merkittävästi eroa yksilöiden välillä, mutta lääkeaineen 
vuorovaikutus kohteensa kanssa vaihtelee, mistä johtuen vasteet yksilöissä eroavat 
toisistaan. Erot lääkeainevasteissa voivat myös olla seurausta vaihtelusta sekä 
lääkeaineen farmakokinetiikassa että farmakodynaamisissa vaikutuksissa yksilöiden 
välillä. 
Lääkeaineen kanssa vuorovaikuttavien proteiinien geneettinen polymorfia voi aiheuttaa 
sekä farmakodynamiikasta että farmakokinetiikasta johtuvaa lääkeainevasteiden 
vaihtelua (Lu 1998; Evans ja Johnson 2001). Lääkeaineiden vaikutuskohteiden, eli 
yleisesti reseptoreiden tai entsyymien, geneettinen polymorfia voi johtaa vaihteluun 
lääkeaineen farmakodynaamisissa vaikutuksissa. Esimerkiksi β2-adrenergisesta 
reseptorista on löydetty useita polymorfisia muotoja, joiden on todettu vaikuttavan 
reseptorin toimintaan ja/tai ligandiaffiniteettiin in vitro (Green ym. 1993; Green ym. 
1994) ja angiotensiinikonvertaasientsyymistä (ACE) tunnetaan insertio/deleetio -
polymorfia, jonka on todettu vaikuttavan seerumin ACE-pitoisuuteen in vivo (Rigat ym. 
1990).  
Yksilöllinen vaihtelu lääkeaineen farmakokinetiikassa voi olla seurausta lääkeaineita 
kuljettavissa transportteriproteiineissa, lääkeaineita sitovissa plasmaproteiineissa tai 
lääkeaineita metaboloivissa entsyymeissä esiintyvästä geneettisestä polymorfiasta (Lu 
1998; Evans ja Johnson 2001). Effluksitransportterina toimivaa P-glykoproteiinia 
(multidrug resistance protein 1, MDR1) koodaavassa geenissä esiintyy useita 
polymorfiaksi luokiteltavia mutaatioita, joista ainakin yhden on todettu johtavan P-
glykoproteiinin vähäisempään ilmenemiseen ja aktiivisuuteen in vivo (Hoffmeyer ym. 
2000; Schwab ym. 2003). Plasmassa lääkeaineita sitovasta albumiinista on löydetty 
useita polymorfisia muotoja, joiden on todettu vaikuttavan lääkeaineiden proteiiniin 
sitoutumiseen in vitro (Kragh-Hansen ym. 1990). Metaboloivista entsyymeistä useissa 
CYP-järjestelmän entsyymeissä esiintyvät yleiset polymorfiat ovat erittäin hyvin 
tunnettuja, mutta geneettistä vaihtelua esiintyy myös muissa lääkeaineita metaboloivissa 
entsyymeissä (Lu 1998; Zanger ja Schwab 2013). Esimerkiksi asetyloitumisreaktioita 
katalysoivaa N-asetyylitransferaasientsyymiä (NAT) koodaavasta geenistä tunnetaan 
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useita alleelivariantteja, jotka johtavat matalampaan entsyymiaktiivisuuteen in vivo 
(Meyer ja Zanger 1997).   
Geneettisten polymorfioiden aiheuttamien pysyvien muutosten lisäksi ympäristötekijät, 
kuten esimerkiksi ruoka-aineet, tupakointi tai lukuisat lääkeaineet voivat ohimenevästi 
vaikuttaa ainakin transporttereiden tai CYP-entsyymien aktiivisuuksiin (Lu 1998; 
Murray 2006; Kroon 2007; Pelkonen ym. 2008; Müller ja Fromm 2011). 
Ympäristötekijöistä johtuen lääkeaineen farmakokinetiikassa voi siis esiintyä vaihtelua 
myös perimältään homogeenisessa populaatiossa. Erityisesti lääkeaineiden 
farmakokinetiikassa esiintyvään vaihteluun voivat johtaa myös yksilöiden välillä 
vaihtelevat fysiologiset tekijät kuten ikä, sukupuoli, paino ja sairaudet. Lääkeaineen 
imeytymiseen, jakautumiseen ja/tai eliminaatioon voi vaikuttaa vaihtelu fysiologisissa 
toiminnoissa (esimerkiksi ruoansulatuskanavan toiminnan hidastuminen ikääntyneillä 
tai maksan tai munuaisten toiminnan heikkeneminen sairauksien seurauksena), kehon 
koostumuksessa (esimerkiksi suurempi rasvakudoksen suhteellinen osuus 
kehonpainosta ikääntymisen tai painon nousun seurauksena) tai edellä mainituissa 
lääkeaineen farmakokinetiikalle merkittävissä proteiineissa (esimerkiksi seerumin 
albumiinipitoisuuden väheneminen maksan toimintahäiriöiden seurauksena tai suurempi 
CYP3A4-aktiivisuus naisilla kuin miehillä (Quinlan ym. 2005; Zanger ja Schwab 
2013)). 
Edellä mainituista lääkeainevasteissa yksilöllistä vaihtelua aiheuttavista geneettisistä, 
ympäristö- ja fysiologisista tekijöistä tässä tutkielmassa keskitytään CYP-entsyymien 
geneettiseen polymorfiaan, joka on paljon tutkittu ja erittäin merkittävä yksittäinen 
tekijä vaihtelun syntymisessä. 
 
 
3 SYTOKROMI P450 (CYP) -ENTSYYMIT FARMAKOKINEETTISEN 
YKSILÖLLISEN VAIHTELUN AIHEUTTAJINA 
 
CYP-entsyymit ovat hemiproteiineja, jotka toimivat sekä endogeenisten (esim. 
rasvahapot ja retinoidit) että eksogeenisten (esim. lukuisat lääkeaineet) yhdisteiden 
hapettavia reaktioita katalysoivina entsyymeinä (Anzenbacher ja Anzenbacherová 2001; 
Nebert ja Russell 2002). Ihmisessä tunnetaan 57 toimivan CYP-entsyymin tuottavaa 
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geeniä, jotka on jaettu 18 perheeseen ja 45 alaperheeseen sen mukaan, miten laajalti 
niiden tuottamien entsyymien aminohapposekvenssit vastaavat toisiaan (Nebert ja 
Russell 2002; Human Cytochrome P450s, Nelson 2013). Entsyymit, joiden 
aminohapposekvenssissä esiintyy vähintään 40 % identtisyyttä, kuuluvat samaan 
perheeseen (merkitään numerolla), ja entsyymit, joiden aminohapposekvenssissä 
esiintyy vähintään 55 % identtisyyttä, muodostavat tietyn alaperheen (merkitään 
kirjaimella) (Nebert ja Russell 2002). Hemiryhmä on välttämätön kaikkien CYP-
entsyymien toiminnalle, koska se mahdollistaa happimolekyylin aktivoinnin hapettavia 
reaktioita varten (Anzenbacher ja Anzenbacherová 2001).  Huolimatta rakenteen ja 
toiminnan yleisestä samankaltaisuudesta, yksittäisillä CYP-entsyymeillä esiintyy 
merkittävää substraattispesifisyyttä. CYP1-, CYP2- ja CYP3-perheisiin kuuluvat 
entsyymit ovat tärkeimpiä lääkeainemetabolian faasi I -reaktioita katalysoivia 
entsyymejä (Singh ym. 2011). Lääkeainevasteissa merkittävää yksilöllistä vaihtelua 
aiheuttavaa geneettistä polymorfiaa tunnetaan etenkin entsyymeillä CYP2D6, 
CYP2C19, CYP2C9, CYP2B6, CYP3A5 ja CYP2A6 (Zanger ja Schwab 2013). Tässä 
tutkielmassa perehdytään CYPC19- ja CYP2D6-entsyymien geneettiseen polymorfiaan. 
Kyseisistä geeneistä esiintyvien alleelivarianttien syntymiseen johtavat mutaatiot ja 
niiden esiintyminen eri väestöissä tunnetaan hyvin, ja ne vaikuttavat useiden yleisesti 
käytettyjen lääkeaineiden metaboliaan. 
Yleisimmät mutaatiotyypit, jotka johtavat CYP-alleelivarianttien syntymiseen on 
esitetty taulukossa 1. Tavallisimpia näistä ovat pistemutaatiot (Zanger ja Schwab 2013). 
 
Taulukko 1. CYP-alleelivarianteissa yleisimmin esiintyvät mutaatiotyypit. Perustuen 









Kromosomimutaatiot Geenin deleetio eli häviämä 
Geenin duplikaatio eli kahdentuma tai geenin monistuma 
 
Jos mutaation seurauksena entsyymiä ei synny lainkaan tai syntyy ainoastaan 
toimintakyvyltään täysin puutteellinen entsyymi, alleelia kutsutaan nolla-alleeliksi 
(Zanger ja Schwab 2013). Alleeli on osittain toiminnallinen, jos mutaatio johtaa 
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vähäisempään, mutta ei täysin puuttuvaan entsyymiaktiivisuuteen. Mutaatiot voivat 
johtaa myös entsyymiaktiivisuutta lisäävien alleelien syntyyn. Toiminnallisella alleelilla 
tarkoitetaan väestössä pääosin esiintyvää villityypin alleelia tai muita alleeleja, jotka 
tuottavat aktiivisuudeltaan villityyppiä vastaavan entsyymin. 
Yksilöt voidaan CYP-entsyymin aktiivisuuden perusteella luokitella ilmentämään neljää 
erilaista fenotyyppiä: hitaat metaboloijat (poor metabolizers, PM), keskinopeat 
metaboloijat (intermediate metabolizers, IM), nopeat metaboloijat (extensive 
metabolizers, EM) ja ultranopeat metaboloijat (ultrarapid metabolizers, UM) (Zanger ja 
Schwab 2013). Yksilön tietyn entsyymin suhteen ilmentämä fenotyyppi voidaan 
selvittää eli yksilö voidaan fenotyypata tutkimalla mielenkiinnon kohteena olevan 
entsyymin kautta metaboloituvan malliaineen metaboliaa in vivo (Fuhr ym. 2007). 
Esimerkiksi CYP2C19:n tapauksessa on tutkittu mefenytoiinin metaboliitin erittymistä 
virtsaan tai omepratsolin ja sen metaboliitin suhdetta plasmassa, ja CYP2D6:n 
tapauksessa debrisokiinin tai dekstrometorfaanin suhdetta niiden metaboliitteihin 
virtsassa. Mitä enemmän metaboliittia havaitaan, sitä nopeampi metaboloija yksilö on. 
Koska geneettisen polymorfian tiedetään vaikuttavan CYP-entsyymien aktiivisuuksiin, 
fenotyyppi pyritään usein määrittämään yksilön genotyypin perusteella. Sekä 
CYP2C19- että CYP2D6-genotyypin määrittämiseen voidaan nykyisin käyttää 
geenitestiä, jolla tunnistetaan tietyt alleelivariantit DNA-näytteen perusteella (de Leon 
ym. 2006). Yksilön fenotyyppi voidaan genotyypin perusteella määrittää taulukon 2 
mukaisesti.  
 
Taulukko 2. CYP-fenotyypin määrittäminen CYP-genotyypin perusteella. Perustuen 
Zanger ja Schwab 2013. 
Fenotyyppi Genotyyppi 
Hitaat metaboloijat (PM) Kaksi nolla-alleelia 
Keskinopeat metaboloijat (IM) Osittain toiminnallinen ja nolla-alleeli 
Kaksi osittain toiminnallista alleelia 
(Toiminnallinen ja nolla-alleeli) 
Nopeat metaboloijat (EM) Vähintään yksi toiminnallinen alleeli 
Ultranopeat metaboloijat (UM) Vähintään yksi entsyymiaktiivisuutta lisäävä 
alleeli 
 
Keskinopeilla ja hitailla metaboloijilla entsyymin substraattien metabolia on 
pienemmästä tai kokonaan puuttuvasta entsyymiaktiivisuudesta johtuen hitaampaa kuin 
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normaalisti ja erityisesti hitailla metaboloijilla lääkeainealtistus ja sen myötä riski 
haittavaikutusten ilmenemiselle ja toksisille vaikutuksille kasvaa (Zanger ja Schwab 
2013). Ultranopeilla metaboloijilla substraattien metabolia on päinvastoin lisääntyneestä 
entsyymiaktiivisuudesta johtuen nopeampaa kuin normaalisti, mikä voi johtaa 
riittämättömiin lääkeainevasteisiin. Jos lääkeaine ei itse ole farmakologisesti aktiivinen 
vaan sen vaikutus perustuu aktiivisen metaboliitin muodostumiseen (aihiolääke), on 
polymorfian kliininen vaikutus hitailla ja ultranopeilla metaboloijilla päinvastainen.  
 
 
4 CYP2C19 JA CYP2D6 
 
Taulukossa 3 on esitetty CYP2C19- ja CYP2D6-entsyymien rakenteeseen, 
geenilokukseen, ilmenemiseen ja substraatteihin liittyvää tietoa. Lisäksi taulukkoon on 
koottu tässä tutkielmassa läpi käytävät entsyymeistä esiintyvät alleelivariantit. 
CYP2C19-geeni sijaitsee noin 390 kiloemäksen pituisessa geenirykelmässä, joka 
sisältää alaperheen neljää eri entsyymiä koodaavat geenit järjestyksessä CYP2C18, 
CYP2C19, CYP2C9 ja CYP2C8 (Nelson ym. 2004; Zanger ja Schwab 2013). Jokainen 
geeni koostuu yhdeksästä eksonista ja kahdeksasta intronista. Alaperheen entsyymeistä 
CYP2C18 ilmenee vain heikosti, eikä siis osallistu merkittävästi lääkeainemetaboliaan 
(Zanger ja Schwab 2013). Sekä CYP2C8 että CYP2C9 ilmenevät maksassa 
huomattavasti CYP2C19:ää (taulukko 3) suurempina määrinä (29,3–30 ja 18–116 
pmol/mg mikrosomaalista proteiinia (MSP), vastaavasti) eli CYP2C19-määrä maksassa 
on verrattain pieni. Ohutsuolen enterosyyteissä CYP2C9 ja CYP2C19 edustavat CYP-
entsyymeistä toiseksi suurinta ryhmää heti CYP3A4:n jälkeen (Obach ym. 2001). 
Noin 25 % kliinisessä käytössä olevista lääkeaineista metaboloituu CYP2C-alaperheen 
entsyymien kautta (Zanger ja Schwab 2013). Yksinään CYP2C19:n osuus on noin 7 %. 
Klassinen esimerkki CYP2C19-substraateista on epilepsialääke S-mefenytoiini, jonka 
4-hydroksylaatiossa havaitun geneettisen vaihtelun osoitettiin myöhemmin johtuvan 
CYP2C19-entsyymin polymorfiasta (Wrighton ym. 1993). Antikoagulanttina toimiva 
klopidogreeli metaboloituu CYP2C19:n kautta farmakologisesti aktiiviseksi 
metaboliitikseen (Kazui ym. 2010). 
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Taulukko 3. CYP2C19- ja CYP2D6-entsyymeihin liittyvää yleistä tietoa ja tutkielmassa 
läpi käytävät alleelivariantit.  MSP=mikrosomaalinen proteiini. 
 CYP2C19 CYP2D6 
Aminohappojen määrä 490a 497i 
Alaperhe CYP2Ca CYP2Di 
Kromosomilokus 10q23.33b 22q13.1j 
Ilmeneminen maksassa 3,6–15 pmol/mg MSPc 5–17 pmol/mg MSPc 
Ilmeneminen muualla kuin 
maksassa 
Enterosyytitd Enterosyytitk, aivotl,m 
Substraatit Neutraalit tai heikosti 
emäksiset molekyylit ja 
































7 %c 20 %c 
Toiminnalliset alleelit *1p *1, *2q 
Osittain toiminnalliset alleelit - *9, *10, *17, *29, *41q 
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eWrighton ym. 1993 fKlotz ym. 2004 gKirchheiner ym. 2004a hKazui ym. 2010 iKimura 
ym. 1989 jGough ym.1993 kPaine ym. 2006 lSiegle ym. 2001 mDutheil ym. 2009 
nMahgoub ym. 1977 oEichelbaum ym. 1979 pCYP2C19 allele nomenclature, The 
Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Committee 2015 qCYP2D6 allele 
nomenclature, The Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Committee 
2016 
 
Tutkielman kokeellisessa osassa kaupallisina CYP2C19-substraatteina on käytetty S-
mefenytoiinia ja omepratsolia. Molemmat ovat olleet viranomaisten CYP2C19:lle 
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hyväksymiä in vitro -koetinsubstraatteja, S-mefenytoiini ensisijaisena (preferred) ja 
omepratsoli hyväksyttävänä (acceptable) koetinsubstraattina (Spaggiari ym. 2014). 
Tällä hetkellä Yhdysvaltain elintarvike- ja lääkevirasto (U.S Food & Drug 
Administration, FDA) kuitenkin listaa ainoastaan S-mefenytoiinin CYP2C19:lle 
suositelluksi in vitro -koetinsubstraatiksi (Table of Substrates, Inhibitors and Inducers, 
FDA 2016).  
Mefenytoiinin metabolia on hyvin stereoselektiivistä (Küpfer ym. 1981). S-
mefenytoiinin päämetaboliareitti on aromaattinen hydroksylaatio 4-
hydroksimefenytoiiniksi (kuva 1A) ja R-mefenytoiini metaboloituu hapettavan 
demetylaation kautta 5-fenyyli-5-etyylihydantoiiniksi. S-mefenytoiinin hydroksylaatio 
4-hydroksimefenytoiiniksi on CYP2C19-välitteistä (Wrighton ym. 1993; Goldstein ym. 
1994), joten mefenytoiinin enantiomeereistä nimenomaan S-mefenytoiini sopii 
CYP2C19-koetinsubstraatiksi.  
Omepratsolin päämetaboliareitti on CYP2C19-välitteinen hydroksylaatio 5-
hydroksiomepratsoliksi (Andersson ym. 1993; Karam ym. 1996) (kuva 1B). 
Omepratsoli metaboloituu myös CYP3A4-välitteisesti, pääasiassa 
omepratsolisulfoniksi, mutta myös 5-hydroksiomepratsoliksi (Andersson ym. 1993; 
Karam ym. 1996; Yamazaki ym. 1997). 5-Hydroksiomepratsolin muodostumisessa 
CYP3A4 on kuitenkin selkeästi CYP2C19:ää matalamman affiniteetin metaboliareitti, 
ja CYP3A4:n merkitys metaboliitin muodostumisessa kasvaa omepratsolipitoisuutta 
nostettaessa (Yamazaki ym. 1997). Lisäksi omepratsoli metaboloituu vähäisemmissä 
määrin CYP2C19- ja CYP3A4-välitteisesti 5-O-desmetyyliomepratsoliksi ja 3-
hydroksiomepratsoliksi, vastaavasti (Andersson ym. 1993; Desta ym. 2002). 
Suurimmaksi osaksi CYP2C19-välitteinen 5-hydroksylaatio tekee omepratsolista 






Kuva 1. A) S-mefenytoiinin ja B) omepratsolin metaboliareaktiot. Päämetaboliareitti 
lihavoitu. SME=S-mefenytoiini, OME=omepratsoli. Perustuen A) Wrighton ym. 1993; 
Goldstein ym. 1994 ja B) Andersson ym. 1993; Karam ym. 1996; Yamazaki ym. 1997; 
Desta ym. 2002. 
 
CYP2D-alaperheeseen kuuluu kolme geeniä, jotka sijaitsevat rykelmässä järjestyksessä 
CYP2D8P, CYP2D7 ja CYP2D6 (Kimura ym. 1989).  Kuten CYP2C-geenialaperheessä, 
myös kaikki CYP2D-geenit koostuvat yhdeksästä eksonista ja kahdeksasta intronista. 
CYP2D8P ja CYP2D7 ovat kuitenkin pseudogeenejä, eli toimimattomia geenikopioita, 
jolloin CYP2D6 tuottaa geeniperheestä ainoana lääkeainemetaboliaan osallistuvan 
entsyymin. Maksassa ilmenevän CYP2D6:n määrä vastaa CYP2C19:ää (taulukko 3), eli 
ilmeneminen on verrattain pientä.  
Suhteellisen pienestä ilmenemisestä huolimatta jopa noin 20 % kliinisessä käytössä 
olevista lääkeaineista metaboloituu CYP2D6-entsyymin kautta (Zanger ja Schwab 
2013). Klassisia esimerkkejä CYP2D6-substraateista ovat verenpainelääke debrisokiini 
ja rytmihäiriöitä hillitsevä sparteiini, joiden metaboliassa havaitun geneettisen vaihtelun 

















kuuluvan entsyymin polymorfia (Mahgoub ym. 1977; Eichelbaum ym. 1979; Gonzalez 
ym. 1988). Entsyymiä alettiin myöhemmin merkitä CYP2D6. 
Tutkielman kokeellisessa osassa CYP2D6-substraatteina on käytetty dekstrometorfaania 
ja bufuralolia. Molemmat ovat viranomaisten CYP2D6-entsyymille hyväksymiä in vitro 
-koetinsubstraatteja (Table of Substrates, Inhibitors and Inducers, FDA 2016).  
Dekstrometorfaanin päämetaboliareitti on O-demetylaatio dekstrorfaaniksi, joka on 
lähes yksinomaan CYP2D6-välitteistä (Kerry ym. 1994; Schmider ym. 1997) (kuva 
2A). O-demetylaatioon osallistuu todennäköisesti hyvin pienissä määrin myös toinen, 
tuntematon CYP-entsyymi.  Lisäksi dekstrometorfaani metaboloituu pääosin CYP3A-
välitteisesti N-demetylaatiolla 3-metoksimorfinaaniksi (Gorski ym. 1994; Schmider ym. 
1997). Dekstrorfaani ja 3-metoksimorfinaani metaboloituvat edelleen N-demetylaatiolla 
ja O-demetylaatiolla 3-hydroksimorfinaaniksi, vastaavasti. Lähes täysin CYP2D6-
selektiivisen O-demetylaation vuoksi dekstrometorfaani sopii kyseisen entsyymin 
koetinsubstraatiksi.  
Bufuralolin päämetaboliareitti on CYP2D6-välitteinen hydroksylaatio 1-
hydroksibufuraloliksi (Yamazaki ym. 1994; Narimatsu ym. 2003) (kuva 2B). Selvästi 
pienemmissä määrin 1-hydroksibufuralolin muodostumiseen osallistuvat mahdollisesti 
CYP1A2 ja CYP2C19. Bufuralolin kaksi muuta päämetaboliittia ovat aromaattisen 
hydroksylaation kautta muodostuvat 4- ja 6-hydroksibufuraloli, joiden muodostumisesta 
vastaa todennäköisesti CYP1A2 (Yamazaki ym. 1994). Bufuraloli metaboloituu lisäksi 
useiksi muiksi hydroksimetaboliiteiksi. Bufuraloli on kiraalinen molekyyli ja sen 
metaboliassa on havaittu myös stereoselektiivisyyttä (Narimatsu ym. 2003). 
Tutkittavana yhdisteenä kokeellisen osan tutkimuksessa käytettiin kuitenkin raseemista 
bufurarolia. Suurimmaksi osaksi CYP2D6-välitteisen 1-hydroksylaation vuoksi 






Kuva 2. A) Dekstrometorfaanin ja B) bufuralolin metaboliareaktiot. Päämetaboliareitti 
lihavoitu. DEX=dekstrometorfaani, BUF=bufuraloli. Perustuen A) Gorski ym. 1994; 
Kerry ym. 1994; Schmider ym. 1997 ja B) Yamazaki ym. 1994; Narimatsu ym. 2003. 
 




Yksilöt on CYP2C19-entsyymin suhteen perinteisesti jaoteltu vain nopeisiin ja hitaisiin 
metaboloijiin. CYP2C19-geenistä esiintyy useita nolla-alleeleja, jotka selittävät PM-
fenotyypin ilmentymisen (taulukot 2 ja 3). Hitaita metaboloijia esiintyy huomattavasti 
enemmän aasialaisessa (~10–20 %) kuin afrikkalaisessa tai eurooppalaista tai 
pohjoisamerikkalaista syntyperää olevassa (jäljempänä valkoihoiset) väestössä (~1–5 
%) (Desta ym. 2002). Erityisesti uudemmissa tutkimuksissa heterotsygoottiset nopeat 






















omaksi keskinopeiden metaboloijien ryhmäkseen (taulukko 2). Täysin tai lähes täysin 
puutteellisesti toimivan entsyymin tuottavien alleelien lisäksi on myöhemmin löydetty 
yksi CYP2C19-aktiivisuutta lisäävä alleeli, jonka kantajat usein luokitellaan 
ultranopeiksi metaboloijiksi (taulukot 2 ja 3). Yleisimmät CYP2C19-alleelivariantit ja 
merkittävimmät niissä esiintyvät mutaatiot on koottu kuvaan 3. Alleelit on käyty 
yksityiskohtaisemmin läpi alempana. Emäsparien numerointi perustuu geenistä 
muodostetun komplementaarisen DNA:n rakenteeseen. CYP2C19-alleelien esiintyvyys 
suuntaa-antavasti eri väestöissä on esitetty kuvassa 4.  
 
 
                            
Kuva 3. Yleisimmät CYP2C19-alleelivariantit ja merkittävimmät niissä esiintyvät 
mutaatiot. Harmaat alueet kuvaavat eksoneita (numeroitu) ja väliin jäävät alueet 
introneita. =aminohappomuutokseen johtava mutaatio, =intronin 
leikkautumisvirheeseen johtava mutaatio, =muu mutaatio. Perustuen Meyer ja Zanger 
1997; CYP2C19 allele nomenclature, The Human Cytochrome P450 (CYP) Allele 
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 CYP2C19*1/tuntemattomat polymorfiat  CYP2C19*2  CYP2C19*3   CYP2C19*4–*8   CYP2C19*17 
Kuva 4. CYP2C19-alleelien esiintyminen suuntaa-antavasti A) aasialaisessa, B) 
valkoihoisessa ja C) afrikkalaisessa väestössä. Perustuen Ferguson ym. 1998; Ibeanu 
ym. 1998; Ibeanu ym. 1999; Zanger ja Schwab 2013. 
 
Villityypin alleelia on tapana merkitä *1, CYP2C19-geenin tapauksessa siis 
CYP2C19*1 (CYP2C19 allele nomenclature, The Human Cytochrome P450 (CYP) 
Allele Nomenclature Committee 2015). Ensimmäinen CYP2C19-geenistä löydetty 
variantti, CYP2C19*2, on yleisin geenistä esiintyvä nolla-alleeli, jonka on todettu 
kattavan 75 ja 83 % PM-alleeleista japanilaisessa ja valkoihoisessa väestössä, 
vastaavasti (de Morais ym. 1994a,b). Alleelin maailmanlaajuinen esiintyvyys on noin 
20 %, ja siinä esiintyy suurta alueellista vaihtelua: aasialaisilla esiintyvyys on noin 20–
30 %, afrikkalaisilla noin 10–15 % ja valkoihoisilla vain noin 5–15 % (Zanger ja 
Schwab 2013) (kuva 4). Alleelin sekvenssissä esiintyy useita mutaatioita, mutta täysin 
inaktiivisen entsyymin syntyyn johtaa mutaatio eksonissa viisi, emäsparin 681 kohdalla, 
jossa guaniini on vaihtunut adeniiniksi (G681A) (de Morais ym. 1994a) (kuvat 3 ja 5). 
Mutaation seurauksena eksoniin syntyy sekvenssi, joka normaalisti esiintyy 
katkaisukohtana (splice site) intronin ja eksonin rajalla. Ylimääräisen katkaisukohdan 
syntymisen seurauksena eksonin viisi alusta (emäsparista 643 emäspariin 682) 
katkaistaan pois 40 emäsparin mittainen jakso, mikä johtaa 13 aminohapon deleetioon 
(aminohapot 215–227). Kun lukukehys aminohapon 215 alusta häiriintyy, syntyy 20 
aminohapon päähän ennenaikainen lopetuskodoni. Mutatoituneen alleelin koodaamana 
syntyy siis ainoastaan 234 aminohapon mittainen typistetty entsyymi, jolta puuttuvat 
hemiryhmän sitovat alueet, ja joka on siten täysin inaktiivinen. 
 
 
  A) AASIALAISET             B) VALKOIHOISET           C) AFRIKKALAISET 
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    INTRONI 4                                                         EKSONI 5 
                        215   216    217   218    219   220   221   222    223   224   225   226   227      228    229      
*1 ...ctcttag/ATA|TGC|AAT|AAT|TTT|CCC|ACT|ATC|ATT|GAT|TAT|TTC|CC G |GAA|CCC|… 
*2 ...ctcttag/ATA|TGC|AAT|AAT|TTT|CCC|ACT|ATC|ATT|GAT|TAT|TTC|CC A |G/AAC|CC… 
                                                                                                                                                     215   216                          
 
Kuva 5. Täysin inaktiivisen entsyymin syntymiseen johtava mutaatio CYP2C19*2-
alleelissa. Mutaatiokohta ympyröity. Normaalisti intronin ja eksonin välillä esiintyvä 
leikkaussekvenssi korostettu keltaisella.  = normaalisti esiintyvä leikkaussekvenssi,   
 = mutaation aiheuttama ylimääräinen leikkaussekvenssi. Leikkauskohdat merkitty    
/-merkillä. Kodonit erotettu toisistaan |-merkillä ja muodostuvat aminohapot 
numeroitu. Variantista alleelista deletoituvat emäkset merkitty punaisella. Introniin 
kuuluvat emäkset merkitty pienillä ja eksoniin kuuluvat isoilla kirjaimilla. Muokattu 
lähteestä de Morais ym. 1994a.  
 
Toinen tärkeä nolla-alleeli on CYP2C19*3, jonka sekvenssissä esiintyvistä mutaatioista 
toimintakyvyltään täysin puutteellisen entsyymin syntymiseen johtaa eksonissa neljä 
tapahtuva mutaatio (de Morais ym. 1994b) (kuvat 3 ja 6). Emäsparin 636 kohdalla 
guaniini on vaihtunut adeniiniksi (G636A), jolloin tähän kohtaan syntyy ennenaikainen 
lopetuskodoni. Lopetuskodoni aiheuttaa translaation katkeamisen aminohapon 211 
jälkeen. Myös CYP2C19*3-alleeli tuottaa siis typistyneen entsyymin, jolta puuttuvat 
sekä hemiryhmän sitovat alueet että suurin osa oletetuista substraatin sitovista alueista. 
Alleelia esiintyy kuitenkin lähes yksinomaan aasialaisessa väestössä, jossa esiintyvyys 
on noin 5 %, afrikkalaisilla ja valkoihoisilla esiintyvyyden ollessa enintään 1 % (Zanger 
ja Schwab 2013) (kuva 4). CYP2C19*2 ja CYP2C19*3 kattavat yhdessä yli 99 % PM-
alleeleista aasialaisessa väestössä, mutta valkoihoisessa väestössä vain noin 85 % 
(Ibeanu ym. 1998). 
 
                                    EKSONI 4 
             208    209    210   211    212     213    214 
*1   …GTA|AGC|ACC|CCC|TG G |ATC|CAG… 
*3    …GTA|AGC|ACC|CCC|TG A |ATC|CAG… 
             208    209    210   211                                                                                     
Kuva 6. Täysin inaktiivisen entsyymin syntymiseen johtava mutaatio CYP2C19*3-
alleelissa. Mutaatiokohta ympyröity. Syntyvä lopetuskodoni korostettu keltaisella. 
Kodonit erotettu toisistaan |-merkillä ja muodostuvat aminohapot numeroitu. Muokattu 
lähteestä de Morais ym. 1994b. 
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Koska CYP2C19*2 ja CYP2C19*3 eivät selitä kaikkia valkoihoisia PM-fenotyyppejä, 
on valkoihoisista populaatioista pyritty löytämään lisää variantteja alleeleja. 
CYP2C19*2:n ja CYP2C19*3:n lisäksi on löydetty nolla-alleelit CYP2C19*4 (Ferguson 
ym. 1998), jonka ohjaamana syntyvä virheellinen aloituskodoni johtaa entsyymin 
ekspression puuttumiseen ja CYP2C19*7 (Ibeanu ym. 1999), josta seuraa intronin 
leikkautumisvirhe (kuva 3). Alleelit CYP2C19*5 (Xiao ym. 1997; Ibeanu ym. 1999), 
CYP2C19*6 (Ibeanu ym. 1998) ja CYP2C19*8 (Ibeanu ym. 1999) tuottavat yhden 
aminohapon muutoksen seurauksena entsyymin, jolla on vain mitätön katalyyttinen 
aktiivisuus (kuva 3). Nämä variantit ovat hyvin harvinaisia, yksittäisen alleelin 
esiintyvyys on valkoihoisilla enintään noin 1 % (Ferguson ym. 1998; Ibeanu ym. 1998; 
Ibeanu ym. 1999) (kuva 4). Alleelit CYP2C19*2–CYP2C19*8 selittävät yhdessä 
kuitenkin yli 99 % kaikista PM-alleeleista (Desta ym. 2002). CYP2C19 allele 
nomenclature -sivulla (The Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature 
Committee 2015) listataan lisäksi alleelit CYP2C19*9–CYP2C19*16 ja CYP2C19*18–
CYP2C19*35, jotka johtavat matalampaan entsyymiaktiivisuuteen tai joiden 
vaikutuksesta entsyymiaktiivisuuteen ei ole tietoa. 
Entsyymiaktiivisuutta lisäävä alleeli on CYP2C19*17 (Sim ym. 2006). Alleelin 
sekvenssissä on tapahtunut useita mutaatioita, mutta korkeampaan 
entsyymiaktiivisuuteen johtava mutaatio sijaitsee geenin 5’ reunustavalla alueella 
(flanking region) eli geenin säätelyalueella, joka sisältää geenin transkription 
aloittamiseen tarvittavan promoottorialueen (kuva 3). Emäsparin -806 kohdalla sytosiini 
on vaihtunut tymiiniksi (C-806T), mikä johtaa transkriptiotekijöiden sitoutumiseen 
mutaatiokohtaan, ja siten geenin transkription lisääntymiseen. Mutaation seurauksena 
lisääntynyt entsyymin ilmeneminen siis johtaa entsyymiaktiivisuuden kasvuun. Alleeli 
on harvinaisempi aasialaisessa väestössä, jossa esiintyvyys on enintään 2 %, kuin 
afrikkalaisessa ja valkoihoisessa väestössä, joissa esiintyvyydet ovat noin 15–25 % ja 




CYP2D6-entsyymin tapauksessa yksilöt CYP2C19:ää useammin jaotellaan 
ilmentämään kaikkia neljää fenotyyppiä (PM, IM, EM ja UM). Kuten CYP2C19-, myös 
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CYP2D6-geenistä esiintyy yleisiä nolla-alleeleja, jotka selittävät PM-fenotyypin 
ilmentymisen (taulukot 2 ja 3). Hitaita metaboloijia esiintyy lähinnä valkoihoisessa 
väestössä, jossa PM-fenotyypin esiintyvyys on noin 5–10 %, esiintyvyyden ollessa 
muissa väestöissä korkeintaan muutamia prosentteja (Alván ym. 1990; Relling ym. 
1991; Sohn ym. 1991; Bertilsson ym. 1992; Masimirembwa ym. 1996a; Bathum ym. 
1999).  CYP2C19-geenistä poiketen CYP2D6-geenistä esiintyy useita vähäisempään, 
mutta ei täysin puuttuvaan entsyymiaktiivisuuteen johtavia osittain toiminnallisia 
alleeleja ja IM-fenotyypin edustajiksi luokitellaankin yleensä yksilöt, joilla on kaksi 
osittain toiminnallista alleelia tai yksi osittain toiminnallinen alleeli yhdistettynä nolla-
alleeliin (taulukot 2 ja 3). Toiminnallisen ja nolla-alleelin yhdistelmää kantavien 
yksilöiden luokittelu IM- tai EM-fenotyypin edustajiksi vaihtelee. CYP2D6-geenistä on 
löydetty duplikaatioita ja monistumia, jotka johtavat lisääntyneeseen 
entsyymiaktiivisuuteen ja joiden kantajat luokitellaan edustamaan UM-fenotyyppiä 
(taulukot 2 ja 3). Yleisimmät CYP2D6-alleelivariantit, duplikaatioita ja monistumia 
lukuun ottamatta, ja merkittävimmät niissä esiintyvät mutaatiot on koottu kuvaan 7. 
Alleelit on käyty yksityiskohtaisemmin läpi alempana.  Emäsparien numerointi perustuu 
geenin DNA:n rakenteeseen. CYP2D6-alleelien esiintyvyys suuntaa-antavasti eri 
väestöissä on esitetty kuvassa 8. 
CYP2D6-geenistä maailmanlaajuisesti yleisimmin esiintyvä variantti on CYP2D6*2 
(~10–40 %) (Sistonen ym. 2007) (kuva 8). Alleelin sekvenssissä esiintyy useita 
mutaatioita, joista osa sijaitsee geenin säätelyalueella ja kaksi johtaa 
aminohappomuutokseen (Johansson ym. 1993; Raimundo ym. 2000) (kuva 7). 
Aminohappomuutoksiin johtavat mutaatiot sijaitsevat eksoneissa kuusi (emäsparin 2850 
kohdalla sytosiini on vaihtunut tymiiniksi, C2850T) ja yhdeksän (emäsparin 4180 
kohdalla guaniini on vaihtunut sytosiiniksi, G4180C), jolloin proteiinin järjestyksessä 
296. aminohappo muuttuu arginiinista kysteiiniksi ja 486. aminohappo seriinistä 
treoniiniksi, vastaavasti. Samat aminohappomuutoksiin johtavat mutaatiot esiintyvät 






                                        
Kuva 7. Yleisimmät CYP2D6-alleelivariantit ja merkittävimmät niissä esiintyvät 
mutaatiot. Harmaat alueet kuvaavat eksoneita (numeroitu) ja väliin jäävät alueet 
introneita. =aminohappomuutokseen johtava mutaatio, =lukukehyksen 
häiriintymiseen johtava mutaatio, =intronin leikkautumisvirheeseen johtava 
mutaatio,  =muu mutaatio. Perustuen Meyer ja Zanger 1997; CYP2D6 allele 
nomenclature, The Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Committee 
2016. 
 
    
 CYP2D6*1/tuntemattomat polymorfiat  CYP2D6*2  CYP2D6*3  CYP2D6*4  CYP2D6*5  CYP2D6*6 
 CYP2D6*9  CYP2D6*10  CYP2D6*17  CYP2D6*29  CYP2D6*41   CYP2D6*Nxn 
Kuva 8. CYP2D6-alleelien esiintyminen suuntaa-antavasti A) aasialaisessa, B) 
valkoihoisessa ja C) afrikkalaisessa väestössä. Perustuen Sistonen ym. 2007; Zanger ja 
Schwab 2013. 
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CYP2D6*2-alleelin tuottama entsyymiaktiivisuus on yleensä todettu villityypin 
(CYP2D6*1) alleelia vastaavaksi (Johansson ym. 1993; Sakuyama ym. 2008), mutta 
viitteitä myös alhaisemmasta entsyymiaktiivisuudesta on löydetty (Sachse ym. 1997; 
Wennerholm ym. 2001). Onkin havaittu, että yhden säätelyalueen mutaation (emäsparin 
-1584 kohdalla sytosiini on vaihtunut guaniiniksi, C-1584G) puuttuminen CYP2D6*2-
alleelin sekvenssistä johtaa alleelia kantavilla yksilöillä heikompiin 
metaboliakapasiteetteihin (Raimundo ym. 2000; Zanger ym. 2001). Tämän vuoksi on 
ajateltu, että CYP2D6*2-alleelin tuottaman entsyymin toiminta on heikentynyt, mutta 
alleelissa yleensä esiintyvä säätelyalueen mutaatio (C-1584G) lisää entsyymin 
transkriptiota niin, että entsyymin toiminnan heikentyminen korvautuu (Zanger ym. 
2001). Myöhemmin on kuitenkin osoitettu, että säätelyalueen C-1584G-mutaation 
puuttuessa alleelissa hyvin usein esiintyy myös mutaatio intronissa kuusi, joka johtaa 
entsyymiaktiivisuuden vähenemiseen (Raimundo ym. 2004; Toscano ym. 2006). Tämä 
alleeli on erotettu omaksi CYP2D6*41-alleelikseen (ks. jäljempänä). Kun CYP2D6*41 
erotetaan CYP2D6*2-alleelista, CYP2D6*2-alleelin tuottaman entsyymiaktiivisuuden 
on todettu vastaavan villityypin alleelia (Chou ym. 2003; Raimundo ym. 2004). Koska 
CYP2D6*2-alleelin tuottaman entsyymin toiminta on kuitenkin havaittu heikentyneeksi, 
on edelleen mahdollista, että villityypin entsyymiä vastaava aktiivisuus selittyy 
havaitulla entsyymin lisääntyneellä ekspressiolla, ei välttämättä ainoastaan C-1584G-, 
vaan myös muista, useista säätelyalueen mutaatioista johtuen (Zanger ym. 2001; Yu 
ym. 2002; Raimundo ym. 2004). 
Tavallisin CYP2D6-geenin nolla-alleeli on CYP2D6*4, joka esiintyy melko yleisesti 
valkoihoisessa väestössä (~15–25 %), esiintyvyyden ollessa muissa väestöissä 
huomattavasti alhaisempi (korkeintaan ~10 %) (Zanger ja Schwab 2013) (kuva 8). 
Tämä selittää PM-fenotyypin muita väestöjä yleisemmän ilmentymisen valkoihoisten 
keskuudessa. Alleelin sekvenssissä esiintyy useita mutaatioita, mutta toimivan 
entsyymin puuttumiseen johtaa mutaatio geenin kolmannessa intronissa (Kagimoto ym. 
1990) (kuvat 7 ja 9). Intronin viimeisen nukleotidin, emäsparin 1846 kohdalla, guaniini 
on vaihtunut adeniiniksi (G1846A), jolloin intronin ja eksonin välisenä katkaisukohtana 
toimiva sekvenssi siirtyy yhden emäsparin eteenpäin (Gough ym. 1990; Hanioka ym. 
1990). Katkaisukohdan sekvenssin siirtymisen seurauksena eksonin neljä alkuun syntyy 
yhden emäksen deleetio, mikä sotkee geenin lukukehyksen. Tämä johtaa ennenaikaisen 
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lopetuskodonin syntymiseen, jolloin CYP2D6*4-alleelin koodaamana syntyy ainoastaan 
181 aminohapon mittainen typistetty entsyymi (Gough ym. 1990). 
 
   EKSONI 3     INTRONI 3     EKSONI 4 
               168                                169  170 
*1  …TCC|G/gtgg…cca g /GA|CGC|C… 
*4  …TCC|G/gtgg…cca a G/AC|GCC|… 
           168                                  169   170 
Kuva 9. Täysin inaktiivisen entsyymin syntymiseen johtava mutaatio CYP2D6*4-
alleelissa. Mutaatiokohta ympyröity. Normaalisti intronin ja eksonin välillä esiintyvä 
leikkaussekvenssi korostettu keltaisella. Leikkauskohdat merkitty /-merkillä. Kodonit 
erotettu toisistaan |-merkillä ja muodostuvat aminohapot numeroitu. Introniin kuuluvat 
emäkset merkitty pienillä ja eksoniin kuuluvat isoilla kirjaimilla. Muokattu lähteestä 
Meyer ja Zanger 1997. 
 
Toiseksi yleisimpänä esiintyvä nolla-alleeli on CYP2D6*5, jonka esiintyvyys 
useimmissa väestöissä on noin 5 % (Zanger ja Schwab 2013) (kuva 8). CYP2D6*5-
alleelista johtuva CYP2D6-entsyymin puuttuminen on seurausta koko CYP2D6-geenin 
deleetiosta (Gaedigk ym. 1991) (kuva 7). Geenin deleetioon voi johtaa geneettinen 
rekombinaatio, kun meioosin aikana tapahtuva sisarkromatidien tekijäinvaihto on 
epätasainen ja toinen kromatidi säilyttää sekä oman geeninsä että vastaanottaa toisen 
kopion geenistä (Lundqvist ym. 1999) (kuva 10). Toiseen kromatidiin syntyy siis geenin 
duplikaatio (ks. jäljempänä) ja toiseen deleetio, jotka voivat periytyä jälkeläisille. 
Deleetion tarkka koko ja sijainti eivät ole tiedossa, mutta alleelin löytämisen yhteydessä 
deleetion ensimmäinen leikkauskohta sijoitettiin CYP2D7- ja CYP2D6-geenien välille 
ja toinen 536 emäsparia CYP2D6-geenin eksonin yhdeksän jälkeen (Gaedigk ym. 
1991). Myöhemmin on todettu, että leikkauskohdat todennäköisesti sijaitsevat sekä 
CYP2D7- että CYP2D6-geenin jälkeen esiintyvillä, lähes identtisillä 
toistosekvenssialueilla (direct repeats) (Løvlie ym. 1996; Lundqvist ym. 1999). 
Kahden edellä mainitun jälkeen yleisimmät nolla-alleelit ovat CYP2D6*3 ja CYP2D6*6 
(Zanger ja Schwab 2013). Molempien alleelien syntymiseen johtaa yhden emäksen 
deleetio, CYP2D6*3-alleelin tapauksessa eksonissa viisi, emäsparin 2549 kohdalla 
(A2549DEL) ja CYP2D6*6-alleelin tapauksessa eksonissa kolme, emäsparin 1707 
kohdalla (T1707DEL) (Kagimoto ym. 1990; Saxena ym. 1994) (kuva 7). Deleetioista 
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seuraa geenin lukukehyksen häiriintyminen ja proteiinin translaation ennenaikainen 
loppuminen. CYP2D6*3- ja CYP2D6*6-alleelien esiintyvyys kaikissa väestöissä on 
noin 1 % (Zanger ja Schwab 2013) (kuva 8). 
 
 
Kuva 10. Epätasaisen tekijäinvaihdon seurauksena syntyvä CYP2D6-geenin deleetio ja 
duplikaatio. Isot laatikot kuvaavat geenejä ja pienet laatikot molempien geenien jälkeen 
esiintyviä toistosekvenssialueita. Katkoviivat osoittavat suuntaa-antavat leikkauskohdat. 
Muokattu lähteestä Løvlie ym. 1996. 
 
Vaikka PM-fenotyyppiä esiintyy aasialaisessa ja afrikkalaisessa väestössä hyvin vähän, 
on havaittu, että ainoastaan PM/EM-jaottelulla nopeiksi metaboloijiksi luokiteltujen 
yksilöiden keskuudessa CYP2D6-substraattien metabolointikyky on aasialaisissa ja 
afrikkalaisissa populaatioissa heikompaa kuin valkoihoisissa populaatioissa (Kalow 
1991; Bertilsson ym. 1992; Masimirembwa ym. 1996a; Roh ym. 1996; Bathum ym. 
1999). Ilmiö johtuu todennäköisesti osittain toiminnallisten alleelien yleisemmästä 
esiintymisestä aasialaisilla ja afrikkalaisilla kuin valkoihoisilla yksilöillä (Johansson 
ym. 1994: Masimirembwa ym. 1996b). Osittain toiminnallisten alleelien esiintyminen 
vaihtelee suuresti väestöjen välillä ja IM-fenotyypin ilmentymistä eri väestöissä 
selittävät pääosin eri alleelivariantit (kuva 8). 
Valkoihoisissa populaatioissa osittain toiminnallisista alleeleista yleisin on 
CYP2D6*41, jonka esiintyvyys on noin 10 % (Zanger ja Schwab 2013) (kuva 8). 
Aasialaisessa ja afrikkalaisessa väestössä alleelin esiintyvyys on korkeintaan noin 5 %. 
CYP2D6*41-alleelin sekvenssi sisältää lähes täydellisesti samat mutaatiot kuin 
toiminnallinen alleeli CYP2D6*2, jonka sekvenssistä alleeli eroaa ainoastaan geenin 










CYP2D7 CYP2D6 CYP2D6 
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ylimääräisen mutaation osalta (Raimundo ym. 2004) (kuva 7). Näistä mutaatioista 
entsyymiaktiivisuuden vähenemisen on todettu johtuvan intronin kuusi mutaatiosta, 
jossa emäsparin 2988 kohdalla guaniini on vaihtunut adeniiniksi (G2988A) (Toscano 
ym. 2006). Kyseisen mutaation seurauksena osa transkriptiossa syntyneestä lähetti-
RNA:sta leikkautuu virheellisesti niin, että syntyneestä leikkaustuotteesta puuttuu 
kokonaan eksoni kuusi. Mutaation ei ole todettu vaikuttavan normaaliin 
katkaisukohdassa esiintyvään sekvenssiin, mutta virheellinen leikkautuminen voi 
mahdollisesti olla seurausta ”leikkaustekijöiden” (splice factors) erilaisesta 
sitoutumisesta mutaatiokohtaan. Koska vain osa lähettiRNA:sta leikkautuu oikein, 
funktionaalisen entsyymin ekspressio vähenee. 
CYP2D6*10 on aasialaisessa väestössä hyvin yleisesti esiintyvä osittain toiminnallinen 
alleeli (Zanger ja Schwab 2013). Esiintyvyys aasialaisilla on jopa 40–70 %, 
afrikkalaisilla noin 10 % ja valkoihoisilla vain noin 2 % (kuva 8). Alleelin sekvenssissä 
esiintyy kaksi aminohappomuutokseen johtavaa mutaatiota, joista toinen sisältyy 
toiminnallisen CYP2D6*2-alleelin sekvenssiin (G4180C), ja toinen on tapahtunut 
eksonissa yksi, emäsparin 100 kohdalla, jossa sytosiini on vaihtunut tymiiniksi 
(C100T), ja jonka seurauksena aminohappo 34 muuttuu proliinista seriiniksi (Yokota 
ym. 1993; Johansson ym. 1994) (kuva 7). Entsyymiaktiivisuuden merkittävän 
vähenemisen on todettu olevan seurausta C100T-mutaatiosta (Johansson ym. 1994; 
Fukuda ym. 2000). Mutaation on ajateltu johtavan villityyppiä epästabiilimman 
entsyymin syntymiseen, eikä variantti proteiini todennäköisesti sido hemiryhmää yhtä 
tehokkaasti kuin villityypin proteiini (Johansson ym. 1994; Fukuda ym. 2000; Zanger 
ym. 2001). Tämä selittyy todennäköisesti aminohappomuutoksen tapahtumisella 
proteiinin proliinirikkaalla alueella, joka on etenkin CYP1-, CYP2-, ja CYP3-perheiden 
entsyymien keskuudessa laajalti säilynyt ja joka todennäköisesti on merkittävä 
proteiinin normaalille laskostumiselle ja stabiiliudelle (Yamazaki ym. 1993). 
Alhaisemman CYP2D6-entsyymimäärän lisäksi CYP2D6*10-alleelin tuottamalla 
entsyymillä on havaittu villityyppiä alhaisempi substraattiaffiniteetti, mikä voi myös 
osaltaan vaikuttaa havaittuihin alhaisempiin katalyyttisiin aktiivisuuksiin (Johansson 
ym. 1994; Fukuda ym. 2000; Sakuyama ym. 2008). 
CYP2D6*17 on osittain toiminnallinen alleeli, jota esiintyy ainoastaan afrikkalaisessa 
väestössä (~15–25 %) (Masimirembwa ym. 1996b; Zanger ja Schwab 2013) (kuva 8). 
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Alleelin sekvenssissä on havaittu kolme aminohappomuutokseen johtavaa mutaatioita 
(Masimirembwa ym. 1996b) (kuva 7). Kaksi näistä (C2850T ja G4180C) sisältyy 
toiminnallisen CYP2D6*2-alleelin sekvenssiin, joiden lisäksi eksonissa kaksi, 
emäsparin 1023 kohdalla sytosiini on muuttunut tymiiniksi (C1023T), minkä 
seurauksena proteiinin aminohappo 107 vaihtuu treoniinista isoleusiiniksi. Erityisesti 
C1023T- ja C2850T-mutaatioiden yhdessä on havaittu johtavan alhaisempaan 
substraattiaffiniteettiin ja entsyymin vähäisempään katalyyttiseen aktiivisuuteen 
(Oscarson ym. 1997). Variantin alleelin aikaansaamassa entsyymiaktiivisuuden 
muutoksessa on havaittu substraattispesifisyyttä, eli aktiivisuus vaikuttaisi vähenevän 
enemmän toisten substraattien kohdalla kuin toisten (Wennerholm ym. 2002). Sekä 
variantin entsyymin substraattiaffiniteetin väheneminen että aktiivisuuden vähenemisen 
substraattispesifisyys selittyvät todennäköisesti sillä, että aminohappo 107 sijaitsee 
yhdellä kuudesta CYP2C-alaperheelle määritetyistä substraatin tunnistusalueista 
(substrate recognition site, SRS). Lisäksi mutaation C2850T seurauksena vaihtuva 
aminohappo 296 sijaitsee lähellä entsyymin aktiivista kohtaa (Oscarson ym. 1997; 
Wennerholm ym. 2002). 
Tämän tutkielman kokeellisessa osassa ovat mukana myös osittain toiminnalliset alleelit 
CYP2D6*9 ja CYP2D6*29. CYP2D6*9-alleelia on havaittu valkoihoisessa väestössä, 
jossa esiintyvyys on muutamia prosentteja (Sistonen ym. 2007) (kuva 8). Alleelin 
sekvenssissä tapahtunut mutaatio on kolmen emäsparin deleetio eksonissa viisi 
(AAG2615–17DEL), jonka seurauksena syntyvästä proteiinista puuttuu järjestyksessä 
281. aminohappo, lysiini (Tyndale ym. 1991) (kuva 7). Mutaation ei ole havaittu 
vaikuttavan entsyymin substraattiaffiniteettiin, mutta entsyymiaktiivisuuden 
väheneminen voi olla seurausta vähäisemmästä entsyymimäärästä tai heikommasta 
hemiryhmän sitoutumisesta entsyymiin (Tyndale ym. 1991; Zanger ym. 2001). Alleelia 
CYP2D6*29 on havaittu afrikkalaisissa populaatioissa noin esiintyvyydellä 5–15 % 
(Sistonen ym. 2007) (kuva 8). Alleelin sekvenssi sisältää neljä aminohappomuutokseen 
johtavaa mutaatiota (Wennerholm ym. 2001) (kuva 7). Näistä kaksi esiintyy 
toiminnallisen CYP2D6*2-alleelin sekvenssissä (C2850T ja G4180C), joiden lisäksi 
mutaatiot eksoneissa kolme (emäsparin 1659 kohdalla guaniini on vaihtunut adeniiniksi, 
G1659A) ja seitsemän (emäsparin 3183 kohdalla guaniini on vaihtunut adeniiniksi, 
G3183A) aiheuttavat proteiinin järjestyksessä 136. aminohapon muuttumisen valiinista 
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isoleusiiniksi ja 338. aminohapon muuttumisen valiinista metioniiniksi, vastaavasti. 
Molempien jälkimmäisten aminohappomuutosten on todettu johtavan villityypin 
entsyymiä alhaisempaan aktiivisuuteen, vaikutuksen ollessa tehokkain, jos mutaatiot 
esiintyvät yhdessä. Variantin alleelin seurauksena syntyvän entsyymin ilmenemisessä, 
stabiiliudessa, hemiryhmän sitoutumisessa tai substraattiaffiniteetissa ei kuitenkaan ole 
havaittu merkittäviä muutoksia suhteessa villityypin alleeliin. Koska variantin alleelin 
aikaansaamassa entsyymiaktiivisuuden muutoksessa on havaittu substraattispesifisyyttä, 
on todennäköistä, että aminohappomuutokset tapahtuvat entsyymin aktiivisessa 
kohdassa (Wennerholm ym. 2001; Wennerholm ym. 2002). 
CYP2D6-geenistä esiintyvät duplikaatiot tai monistumat ovat toiminnallisen entsyymin 
ilmenemisen lisääntymisen kautta entsyymiaktiivisuutta lisääviä alleelivariantteja 
(Johansson ym. 1993; Dahl ym. 1995).  Edellä on mainittu, että PM-fenotyyppi voi olla 
seurausta koko CYP2D6-geenin deleetiosta, johtuen meioosin aikaisesta 
sisarkromatidien epätasaisesta tekijäinvaihdosta, jolloin samalla toiseen kromatidiin 
syntyy geenin duplikaatio (Gaedigk ym. 1991; Lundqvist ym. 1999) (kuva 10). 
Useampia geenejä sisältävien geenimonistumien syntymiseen voi johtaa jo 
geeniduplikaation sisältävän kromatidin osallistuminen epätasaiseen tekijäinvaihtoon tai 
duplikoituneesta geenistä muodostuvan asentrisen DNA:n (kromosomista irtautunut, 
sisarkromatidit yhteenliittävää sentromeeriä sisältämätön DNA) epätasainen segregaatio 
ja/tai kromosomin ulkopuolella tapahtuva replikaatio ja geenikopioiden liittyminen 
takaisin kromosomiin. Alun perin geeniduplikaatio ja -monistuma havaittiin 
CYP2D6*2-alleelin yhteydessä (Johansson ym. 1993).  Myöhemmin duplikaatioita ja 
monistumia on löydetty myös muiden täysin toiminnallisten alleelien (Dahl ym. 1995) 
ja osittain toiminnallisten (Cai ym. 2006; Gaedigk ym. 2011) tai nolla-alleelien 
yhteydessä (Løvlie ym. 1996), jolloin ilmenevän fenotyypin ennustaminen on 
hankalampaa. Jos geeniduplikaatioiden ja -monistumien syntymisen taustalla oletetaan 
olevan kahden kromatidin epätasainen tekijäinvaihto, on mielenkiintoista, että 
duplikaatioita ja monistumia on havaittu lähes ainoastaan samasta CYP2D6-alleelista, 
eikä alleelien yhdistelminä (Cai ym. 2006). Ilmiötä selittäviä tekijöitä ei tunneta. 
Geeniduplikaatioiden ja -monistumien esiintyminen on yleisempää afrikkalaisessa (jopa 
~30 %) kuin valkoihoisessa tai aasialaisessa väestössä (korkeintaan muutamia 
prosentteja) (Sistonen ym. 2007) (kuva 8). Geeniduplikaatiot ja -monistumat eivät 
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kuitenkaan selitä kuin noin 10–30 % ilmenevistä CYP2D6 UM-fenotyypeistä, minkä 
vuoksi lisääntyneen entsyymiaktiivisuuden taustalta on pyritty löytämään myös muita 
mekanismeja (Løvlie ym. 2001). Tällä hetkellä CYP2D6 allele nomenclature -sivulla 
(The Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Committee 2016) listatuista 
alleeleista vain yhden (CYP2D6*53) on kuitenkin raportoitu johtaneen korkeampiin 
entsyymiaktiivisuuksiin ilman geeniduplikaatiota tai -monistumaa.   
CYP2D6 allele nomenclature -sivulla (The Human Cytochrome P450 (CYP) Allele 
Nomenclature Committee 2016) on edellä mainittujen lisäksi listattu useita muita 
CYP2D6-alleeleja, jotka on raportoitu geenimutaatioista huolimatta aktiivisuudeltaan 
normaalin entsyymin tuottaviksi tai aktiivisuudeltaan normaalia vähäisemmän 
entsyymin tuottaviksi tai nolla-alleeleiksi. Sivulla listataan tällä hetkellä yhteensä 109 
CYP2D6-geenistä esiintyvää alleelivarianttia, joista osa tosin on alkuperäisen 
nimeämisen jälkeen luokiteltu aiemmin löydettyjen alleelien alatyypeiksi. 
 




Kun CYP2C19-substraattien (omepratsoli (Sakai ym. 2001), lansopratsoli (Sakai ym. 
2001; Xu ym. 2010), essitalopraami (Rudberg ym. 2008) ja klopidogreeli (Horenstein 
ym. 2014)) farmakokinetiikkaa on tutkittu CYP2C19 PM-, IM (heterotsygootti EM)- ja 
(homotsygootti) EM -genotyyppejä edustavissa yksilöissä, on PM- ja EM-yksilöiden 
välillä havaittu aina tilastollisesti merkitseviä eroja. Kun tilastollinen merkitsevyys 
eroissa PM- ja IM-yksilöiden välillä on raportoitu, ovat erot myös näiden ryhmien 
välillä olleet merkitseviä (Sakai ym. 2001; Xu ym. 2010). Silloinkin, kun eroamisen 
tilastollista merkitsevyyttä ei ole raportoitu, vaikuttavat PM-yksilöt eroavan 
merkitsevästi IM-yksilöistä (Rudberg ym. 2008; Horenstein ym. 2014). IM- ja EM-
yksilöiden erottuminen toisistaan tilastollisesti merkitsevästi on tutkimuksissa 
vaihdellut. Huomattavaa on, että myös saman genotyyppiryhmän yksilöiden 
keskuudessa vaihtelu lääkeaineen farmakokinetiikassa on ollut usein suurta, ja etenkin 
IM- ja EM-genotyyppien tapauksessa vaihteluvälit menevät usein päällekkäin, vaikka 
merkitseviä eroja tutkimusryhmien välillä olisikin havaittu.  
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Entsyymiaktiivisuutta lisäävän CYP2C19*17-alleelin tapauksessa tutkimustulokset ovat 
kliinisen merkittävyyden kannalta ristiriitaisempia kuin nolla-alleelien tapauksessa. Kun 
esimerkiksi omepratsolin (Sim ym. 2006; Baldwin ym. 2008) tai essitalopraamin 
(Rudberg ym. 2008) farmakokinetiikkaa on verrattu alleelia kantavien UM- ja 
kantamattomien EM-yksilöiden välillä, on farmakokinetiikassa havaittu tilastollisesti 
merkitsevää poikkeamista. Kuitenkaan toisissa tutkimuksissa omepratsolin (Hunfeld 
ym. 2008; Román ym. 2014), pantopratsolin (Hunfeld ym. 2008; Román ym. 2014) tai 
essitalopraamin (Ohlsson Rosenborg ym. 2008) farmakokinetiikassa ei ole löydetty 
tilastollisesti merkitseviä eroja tutkimusryhmien välillä. Yleisesti ottaen homotsygoottia 
CYP2C19*17/*17-genotyyppiä edustavilla yksilöillä metabolia on ollut nopeaa ja 
yksilöiden välinen vaihtelu pientä. Mutta kuten Li-Wan-Po (2010) työryhmineen tuo 
katsausartikkelissaan esille, EM-yksilöiden keskuudessa havaittu suuri vaihtelu kattaa 
pitkälti myös UM-yksilöissä tehdyt havainnot, eikä CYP2C19*17-alleelin aiheuttama 
metabolianopeuden kasvu ole samaa suuruusluokkaa nolla-alleelien aikaansaaman 
metabolianopeuden pienenemisen kanssa.  
Yksilön CYP2C19-genotyypin vaikutus substraattien farmakokinetiikkaan vaikuttaa siis 
PM-genotyyppiä lukuun ottamatta usein peittyvän farmakokinetiikassa muista syistä 
esiintyvän vaihtelun alle, vaikka keskimääräisesti eroja genotyyppiryhmien välillä usein 
havaitaankin.  On myös mahdollista, että yksilöiden luokittelu oletettavan fenotyypin 
mukaisiin genotyyppiryhmiin on osittain virheellistä vielä tuntemattomista 
polymorfioista johtuen. Vaihtelua farmakokinetiikassa saman genotyyppiryhmän 
yksilöiden välillä voivat aiheuttaa myös muut yksilölliset CYP2C19-aktiivisuutta 
lisäävät tai vähentävät ympäristö- tai fysiologiset tekijät. Kirjallisuudessa esitettyjen 
tutkimuksien perusteella näitä tekijöitä on koottu taulukkoon 4. 
Polymorfian lisäksi CYP2C19-aktiivisuuteen vaikuttaa voimakkaasti entsyymin 
induktio, ja entsyymiä indusoivia yhdisteitä on useita (Zanger ja Schwab 2013). Useat 
yhdisteet myös inhiboivat entsyymiä. Oraalisten ehkäisyvalmisteiden CYP2C19:ää 
inhiboiva vaikutus on todennäköisesti seurausta etinyyliestradiolikomponentista, mutta 
tästä huolimatta sukupuolen merkitys CYP2C19-aktiivisuudelle on ristiriitaisten 
tutkimustulosten vuoksi epäselvä (Sviri ym. 1999; Hägg ym. 2001; Ramsjö ym. 2010). 
Fysiologisista tekijöistä tulehdustila ja maksasairaudet aiheuttavat CYP2C19-
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aktiivisuuden vähenemistä (Arns ym. 1997; Adedoyin ym. 1998; Piqué ym. 2002; 
Zanger ja Schwab 2013). 
 
Taulukko 4. CYP2C19-aktiivisuuteen vaikuttavia ympäristö- ja fysiologisia tekijöitä.  
++ = indusoi, + = mahdollisesti indusoi, 0 = ei vaikutusta, – = mahdollisesti inhiboi,  
– – = inhiboi. 
Ympäristötekijät Vaikutus Viite 
Asetyylisalisyylihappo, antipyriini, artemisiinin 
kaltaiset malarialääkkeet, baicalin, barbituraatit, 
karbamatsepiini, deksametasoni, efavirentsi, 
nelfinaviiri, rifampisiini, ritonaviiri, mäkikuisma 
++ Zanger ja Schwab 
2013 
(-)-N-3-bentsyylifenobarbitaali, klopidogreeli, 
fluoksetiini, fluvoksamiini, naringeniini,  
(+)-N-3-bentsyylinirvanoli, omepratsoli, 
tiklopidiini, vorikonatsoli  
– – Zanger ja Schwab 
2013 
Oraaliset ehkäisyvalmisteet – – Hägg ym. 2001  
Ramsjö ym. 2010 
Kannabidioli – Anderson ja Chan 
2016  




Sviri ym. 1999 
Hägg ym. 2001 
Ramsjö ym. 2010 
Tulehdustila – – Zanger ja Schwab 
2013 
Maksasairaudet – – Arns ym. 1997  
Adedoyin ym. 1998  
Piqué ym. 2002  
 
Kliinisesti merkittäviä seurauksia CYP2C19-polymorfialla on todettu olevan 
helikobakteeri-infektion hoidossa (Furuta ym. 2004; Kurzawski ym. 2006). Hoitoon 
kuuluvan protonipumpun salpaajan mahan pH:ta nostava vaikutus on voimakkain 
lääkeainetta hitaasti metaboloivilla PM-yksilöillä, jolloin helikobakteerin häädön 
onnistuminen on todennäköisempää. Toinen merkittävä kliininen seuraus on 
klopidogreelin vähäisempi verihiutaleiden aggregaatiota estävä vaikutus ja siten 
heikompi teho sydäntapahtumien estossa nolla-alleeleja kantavilla 
sepelvaltimotautipotilailla (Jang ym. 2012). Nolla-alleeleja kantavilla yksilöillä 
klopidogreelin metabolia aktiiviseksi metaboliitikseen on vähäisempää, jolloin 
terapeuttinen vaikutus heikkenee. UM-genotyypillä ei ole havaittu vastaavanlaista 
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selvää kliinistä merkitystä kummassakaan edellä mainitussa tapauksessa (Kurzawski 




Kun CYP2D6-substraattien (metoprololi, kodeiini, tramadoli, propafenoni ja 
risperidoni) farmakokinetiikkaa on tutkittu CYP2D6 PM-, IM-, EM- ja UM -
genotyyppejä edustavissa yksilöissä, on PM-tutkimusryhmissä aina havaittu muita 
ryhmiä tilastollisesti merkitsevästi hitaampaa metaboliaa (Kirchheiner ym. 2004b; 
Kirchheiner ym. 2007; Kirchheiner ym. 2008; Mörike ym. 2008; Novalbos ym. 2010).  
Kun tutkimuksessa on erotettu IM-genotyyppi, on myös tässä tutkimusryhmässä 
havaittu tilastollisesti merkitsevää metabolian hidastumista EM/UM -yksilöihin 
verrattuna (Mörike ym. 2008; Novalbos ym. 2010). Myös farmakokinetiikassa EM- ja 
UM-yksilöiden välillä on havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja, mutta ei kaikissa 
tutkimuksissa. Huomattavaa kuitenkin on, että silloinkin kun merkitseviä eroja 
tutkimusryhmien välillä on havaittu, vaihtelu lääkeaineen farmakokinetiikassa on ollut 
suurta myös saman genotyyppiryhmän yksilöiden keskuudessa ja etenkin IM-, EM- ja 
UM-genotyyppien osalta vaihteluvälit menevät usein päällekkäin. Kuten CYP2C19-
entsyymin tapauksessa, myös yksilön CYP2D6-genotyypin vaikutus substraattien 
farmakokinetiikkaan vaikuttaa siis PM-genotyyppiä lukuun ottamatta usein peittyvän 
farmakokinetiikassa muista syistä esiintyvän vaihtelun alle, vaikka keskimääräisesti 
eroja genotyyppiryhmien välillä usein havaitaankin. CYP2D6:n tapauksessa saman 
genotyyppiryhmän yksilöiden välistä vaihtelua voivat hyvinkin selittää myös vielä 
tuntemattomat alleelivariantit, kun otetaan huomioon jo löydetyn CYP2D6-polymorfian 
runsaus. Vastaavasti kuin CYP2C19:n kohdalla, vaihtelua farmakokinetiikassa saman 
genotyyppiryhmän yksilöiden välillä voivat aiheuttaa myös muut yksilölliset CYP2D6-
aktiivisuutta lisäävät tai vähentävät ympäristö- tai fysiologiset tekijät. Kirjallisuudessa 






Taulukko 5. CYP2D6-aktiivisuuteen vaikuttavia ympäristö- ja fysiologisia tekijöitä. 
++ = indusoi, + = mahdollisesti indusoi, 0 = ei vaikutusta, – = mahdollisesti inhiboi,  
– – = inhiboi. 
Ympäristötekijät Vaikutus Viite 
Bupropioni, selekoksibi, flekainidi, 
fluoksetiini, haloperidoli, metadoni, 
paroksetiini, kinidiini 
– – Zanger ja Schwab 2013 
Rifampisiini 0 
+ 
Rae ym. 2001, Madan ym. 2003 
Caraco ym. 1997,Branch ym. 2000 
Valeriaana, neidonhiuspuu + Hellum ym. 2007 
Kahvi/kofeiini 0 
+ 
Bock ym. 1994, Llerena ym. 1996 
Steiner ym. 1985 
Tupakointi – 
0 
Llerena ym. 1996 
Bock ym. 1994, Steiner ym. 1985 





Llerena ym. 1996 




Bock ym. 1994, Llerena ym. 1996, 
Steiner ym. 1985 
Hägg ym. 2001 
Tulehdustila – –  Zanger ja Schwab 2013 
 
Zangerin ja Schwabin (2013) katsausartikkelissa CYP2D6-aktiivisuuteen esitetään 
vaikuttavan voimakkaasti ainoastaan polymorfian, mikä poikkeaa kaikista muista 
artikkelissa käsitellyistä CYP-entsyymeistä. CYP2D6:a pidetään yleisesti ei-
indusoituvana, eikä esimerkiksi CYP2C19-indusoijina mainittujen rifampisiinin (Rae 
ym. 2001; Madan ym. 2003), deksametasonin (Edwards ym. 2003) tai mäkikuisman 
(Komoroski ym. 2004; Hellum ym. 2007) ole todettu merkittävästi vaikuttavan 
CYP2D6-aktiivisuuteen in vitro. Rifampisiinin on tosin ainakin jossain määrin todettu 
lisäävän CYP2D6-aktiivisuutta in vivo (Caraco ym. 1997; Branch ym. 2000). Useat 
yhdisteet inhiboivat entsyymiä ja fysiologisista tekijöistä tulehdustila aiheuttaa 
CYP2D6-aktiivisuuden vähenemistä (Zanger ja Schwab 2013). Useiden tekijöiden 
kohdalla on havaittu ristiriitaisia tuloksia. Toisin kuin CYP2C19:n tapauksessa, 
maksasairauksien ei ole todettu merkittävästi vaikuttavan CYP2D6-aktiivisuuteen 
(Adedoyin ym. 1998). Taulukkoja 4 ja 5 vertailemalla vaikuttaa, että CYP2C19-
aktiivisuus on CYP2D6:tta alttiimpi ympäristö- ja fysiologisten tekijöiden 
vaikutukselle, etenkin induktion osalta. 
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Kliinistä merkitystä CYP2D6-polymorfialla on havaittu olevan kivun lievitykseen 
käytettävien opioidien tramadolin ja kodeiinin tehossa ja turvallisuudessa (Stamer ym. 
2010; Leppert 2011). Tramadolin ja kodeiinin kipua lievittävä vaikutus perustuu 
aktiivisten metaboliittien syntymiseen, jolloin PM- ja IM-yksilöillä ei usein saavuteta 
riittävää kivunlievitystä, ja UM-yksilöillä esiintyy yleisemmin haittavaikutuksia 
korkeista metaboliitin pitoisuuksista johtuen. Kodeiinin tapauksessa jopa 
hengenvaarallisia myrkytystiloja on havaittu, myös imeväisillä, joiden kodeiinia 
käyttänyt äiti on edustanut UM-genotyyppiä (Madadi ym. 2009; Stamer ym. 2010). 
Kliinisesti merkittäviä seurauksia CYP2D6-polymorfialla vaikuttaa olevan myös 
rintasyövän hoidossa, kun metabolisesti aktivoituvan tamoksifeenin hoitotulokset ovat 
olleet heikompia osittain toiminnallisia tai nolla-alleeleja kantavilla yksilöillä (Schroth 
ym. 2009; Kiyotani ym. 2010). 
 
 
5 CYP-ENTSYYMIEN GENEETTISEN POLYMORFIAN AIHEUTTAMAN 
FARMAKOKINEETTISEN YKSILÖLLISEN VAIHTELUN ENNUSTAMINEN  
 
Koska CYP-genotyypillä voi olla merkittäväkin vaikutus entsyymin kautta 
metaboloituvan lääkeaineen farmakokinetiikkaan ja siten terapeuttisiin vaikutuksiin, on 
eroja lääkeaineen farmakokinetiikassa genotyypiltään erilaisten yksilöiden välillä 
pyritty ennustamaan erilaisilla simulaatiomalleilla. Simulaatiot voivat olla apuna 
päätettäessä lääkeainekandidaatin jatkokehityksestä tai esimerkiksi kliinisten kokeiden 
suunnittelussa, annossuositusten muodostamisessa ja erilaisissa riskiarvioinneissa 
(Balant ym. 1989; Vieira ym. 2014; Steere ym. 2015). 
Farmakokinetiikkaa voidaan simuloida sekä staattisen mallinnuksen että dynaamisen, 
fysiologiaan perustuvan farmakokineettisen (physiologically based pharmacokinetic, 
PBPK) mallinnuksen avulla. Staattisissa malleissa lääkeaineen farmakokinetiikalle 
merkittäviä parametreja on yhdistetty matemaattisiin yhtälöihin, ja malleilla voidaan 
simuloida esimerkiksi altistuksessa tai puhdistumassa havaittavia muutoksia mallissa 
käytettyjen parametrien muutoksien seurauksena (Vieira ym. 2014). Mallintava yhtälö 
voi olla hyvin yksinkertainenkin. PBPK-malleihin on yhdistetty usein runsaasti tietoa 
sekä mallinnettavaan lääkeaineeseen että mallinnettavan lajin fysiologiaan ja 
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anatomiaan liittyen. PBPK-mallit sopivat siis hyvin ennustamaan farmakokinetiikkaa 
fysiologialtaan erilaisissa populaatioissa.  Mallit sisältävät matemaattisia yhtälöitä, jotka 
liittävät yhteen lääkeaineesta riippuvat ja lajikohtaiset fysiologiset parametrit. 
Yhtälöiden avulla PBPK-malleilla pyritään ennustamaan lääkeaineen todellisia, 
täydellisiä farmakokineettisiä profiileja. PBPK-malleihin tarvitaan siis yleensä 
enemmän lähtöparametreja kuin staattisiin malleihin, mutta niillä saadaan kattavammin 
tietoa farmakokinetiikasta kuin ainoastaan tietyn parametrin muutosta ennustavilla 
staattisilla malleilla. Taulukossa 6 on esitetty esimerkkinä yksi yksinkertainen staattinen 
malli ja erääseen PBPK-malliin syötetyt lääkeaineesta riippuvat parametrit. Usein sekä 
lääkeaineriippuvaisten että etenkin fysiologisten parametrien arvoja löytyy 
simulointiohjelmista valmiiksi tallennettuina. 
 
Taulukko 6. A) Yksinkertainen variantin CYP-genotyypin vaikutusta substraatin 
farmakokinetiikkaan simuloiva staattinen malli. B) Variantin CYP-genotyypin 
vaikutusta substraatin farmakokinetiikkaan simuloivaan PBPK-malliin syötetyt 
lääkeaineesta riippuvat parametrit. Lisäksi malliin sisältyy useita muita parametreja, 
joiden arvoina on käytetty simulointiohjelmaan tallennettuja arvoja. AUC= 
plasmapitoisuus-aikakuvaajan ja x-akselin väliin jäävä pinta-ala, PBPK-
malli=fysiologiaan perustuva farmakokineettinen malli. 
A) Staattinen malli  
     (Goutelle ym. 2013) 
B) PBPK-malli  






𝟏 − 𝑪𝑹𝒗𝒊𝒍𝒍𝒊  × (𝟏 − 𝑭𝑨)
 
 
CR=polymorfisen CYP-entsyymin osuus 
lääkeaineen puhdistumasta 
FA=simuloitavan variantin genotyypin 
aktiivisuus suhteessa villigenotyyppiin 
 
 Molekyylipaino (MW) 
 Jakautumiskerroin (LogP) 
 Kokoveren lääkeainepitoisuuden suhde 
plasman lääkeainepitoisuuteen  
(B/P-ratio) 
 Vapaan lääkeaineen osuus plasmassa 
(fu,plasma) 
 Vapaan lääkeaineen osuus mikrosomeissa 
(fu,mic) 
 Lääkeainetta plasmassa sitova proteiini 
 Caco-2 permeabiliteetti 
 Eri metaboliareittien ominaispuhdistumat 
(CLint) 
 
Tässä kappaleessa on esitetty kirjallisuudesta löytyviä esimerkkejä, joissa CYP-
genotyypin vaikutusta entsyymin substraattien farmakokinetiikkaan on ennustettu 
staattisia tai PBPK-simulaatiomalleja käyttäen. PBPK-malleihin on yleensä käytetty 
tietoa substraatin metaboliasta in vitro -tasolla (ominaispuhdistuma (intrinsic clearance, 
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CLint) suhteessa entsyymin tai maksan mikrosomaalisen proteiinin määrään), joka 
skaalataan in vivo -tasolle in vitro-in vivo ekstrapolaation (IVIVE) avulla. IVIVE ottaa 
huomioon ilmenevän entsyymin määrän suhteessa maksan mikrosomaalisen proteiinin 
määrään, mikrosomaalisen proteiinin määrän suhteessa maksan painoon ja maksan 
painon. Jotta nimenomaan tietyn CYP-entsyymin polymorfisuuden vaikutus saadaan 
mallissa huomioitua, on malleissa yleensä eritelty CLint-arvo jokaiselle metaboliaan 
osallistuvalle entsyymille. Nämä on voitu määrittää rekombinanttientsyymeillä in vitro -
kokeilla tai laskea mikrosomidatasta, tai takautuvasti in vivo -datasta, huomioiden 
yleensä in vitro -kokeiden perusteella päätelty kunkin entsyymin suhteellinen osuus 
substraatin metaboliassa. Malleissa käytetyn in vivo -datan määrä siis vaihtelee: jos in 
vivo -dataa on käytetty paljon, mallin ennustavuus todennäköisesti paranee, kun virheet 
esimerkiksi in vitro -kokeiden olosuhteista ja IVIVE:n suorittamisesta johtuen 
poistuvat. Vähemmän in vivo -dataa sisältävät mallit ovat kuitenkin käyttökelpoisempia 
aikaisemmassa vaiheessa lääkekehitystä. Kun CLint-arvo kullekin substraattia 
metaboloivalle entsyymille on tiedossa, voidaan kiinnostuksen kohteena olevan CYP-
genotyypin vaikutusta substraatin farmakokinetiikkaan simuloida vaikuttamalla 
kyseisen entsyymin CLint-arvoon tai sen IVIVE:n suorittamiseen. Staattisissa malleissa 
muutosta substraatin farmakokinetiikassa on simuloitu käyttämällä mallin yhtälössä 
jotakin variantin genotyypin aktiivisuudesta suhteessa villigenotyyppiin kertovaa 
tekijää. 
CYP-genotyyppi voidaan mallissa huomioida ei-substraattispesifisesti tai 
substraattispesifisesti. Ei-substraattispesifisessä mallissa genotyypin huomiointi 
tapahtuu samalla tavalla jokaisen substraatin kohdalla, ainoastaan entsyymiin liittyvien 
parametrien avulla. Substraattispesifisiin malleihin on sen sijaan käytetty tietoa 
nimenomaan kyseisen substraatin metaboliasta alleelivarianteissa matriiseissa in vitro.  
 
5.1 CYP-genotyypin huomiointi mallissa ei-substraattispesifisillä menetelmillä 
 
CYP-genotyypin vaikutusta entsyymin kautta metaboloituvien substraattien 
farmakokinetiikkaan on pyritty simuloimaan käyttämällä mallissa genotyypille 
määritettyä aktiivisuuskerrointa (taulukko 7A). Aktiivisuuskerroin on päätelty 
genotyypin ”geeniannos” -vaikutukseen (gene-dose effect) perustuen. ”Geeniannos” -
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vaikutuksella tarkoitetaan sitä, että genotyypin sisältämien alleelien toiminnallisuus 
lasketaan yhteen genotyypin kokonaisaktiivisuuden määrittämiseksi. 
Aktiivisuuskertoimen avulla metaboloituminen villityypin yksilössä pyritään 
skaalaamaan vastaamaan kiinnostuksen kohteena olevaa genotyyppiä. Simuloitavan 
populaation genotyyppi voidaan ottaa mallissa huomioon myös muuttamalla 
polymorfisen CYP-entsyymin maksassa ilmenevää määrää, vaikuttaen näin entsyymin 
CLint-arvon IVIVE:n suorittamiseen (taulukko 7B).  
Koska alleelin CYP3A5*3 tiedetään olevan nolla-alleeli, Gérard (2014) työryhmineen 
käytti ”geeniannos” -vaikutukseen perustuvia aktiivisuuskertoimia 1, 0,5 ja 0 
genotyypeille CYP3A5*1/*1, CYP3A5*1/*3 ja CYP3A5*3/*3, vastaavasti (taulukko 
7A). Tod (2011), Castellan (2013) ja Goutelle (2013) työryhmineen laskivat kunkin 
CYP-genotyypin aktiivisuuskertoimelle ensin alustavan arvion perustuen 
kirjallisuudessa esitettyyn in vitro- ja in vivo -dataan yksittäisten varianttien alleelien 
aktiivisuudesta ja ”geeniannos” -vaikutukseen. Alustavia arvioita tarkennettiin ottamalla 
huomioon havaittua kliinistä dataa. Samaa genotyypille määritettyä lopullista 
aktiivisuuskerrointa käytettiin kaikkien substraattien simulaatioissa. Näitä kertoimia 
voidaan siis ajatella käytettävän muissakin malleissa, jotka simuloivat CYP2D6-, 
CYP2C9- tai CYP2C19-genotyyppien vaikutusta entsyymien substraattien 
farmakokinetiikkaan. 
Eri genotyyppien yksilöissä ilmenevä CYP-entsyymin määrä on taulukon 7B malleissa 
perustunut in vitro -määrityksiin (Dickschen ym. 2012; Siccardi ym. 2012; Siccardi ym. 
2013) tai simulointiohjelmaan tallennettuihin arvoihin (Wu ym. 2014; Djebli ym. 2015). 
Djebli (2015) työryhmineen päätyi IM- ja UM-genotyypin tapauksessa mallissa 
käytettyihin ilmeneviin entsyymimääriin, kun oli ensin herkkyysanalyysia käyttäen 
tehnyt useita simulaatioita, joissa ilmenevä entsyymimäärä vaihteli välillä 0 ja 14 
pmol/mg MSP (IM-genotyyppi) tai oli yli 14 pmol/mg MSP (UM-genotyyppi). 
Dickschenin (2012) ja työtovereiden mallissa CYP2D6-välitteisten metaboliareittien 
metabolian maksiminopeus (Vmax) PM-yksilöissä skaalattiin perustuen aikaisempiin 
entsyymin ilmenemisen in vitro -määrityksiin (skaalaustekijä 0,015). Vieiran (2014) 
työryhmä oletti PM-genotyypin simulaatioissa substraattien CYP2D6-välitteisten 




Taulukko 7. Ei-substraattispesifiä, CYP-genotyypin vaikutusta farmakokinetiikkaan simuloivia malleja. Genotyyppi on malleissa 
huomioitu perustuen A) genotyypille määritettyyn aktiivisuuskertoimeen tai B) ilmenevään entsyymimäärään. ↓=variantilla alleelilla 
entsyymiaktiivisuutta vähentävä vaikutus, ↑=variantilla alleelilla entsyymiaktiivisuutta lisäävä vaikutus. PBPK-malli=fysiologiaan 
perustuva farmakokineettinen malli; PM, IM, EM tai UM=hidas, keskinopea, nopea tai ultranopea metaboloija, MSP=mikrosomaalinen 
proteiini, Cp=plasmapitoisuus, AUC=plasmapitoisuus-aikakuvaajan ja x-akselin väliin jäävä pinta-ala, AUCr=AUC-suhde, 
















*1/*1 1 Cp (kanta-aine):  
Simuloidut ja havaitut tulokset vastasivat hyvin toisiaan genotyyppien 
CYP3A5*1/*3 ja CYP3A5*3/*3 tapauksessa (visuaalinen vertailu, 
genotyypin CYP3A5*1/*1 osalta kliinistä dataa ei ollut saatavissa) 
*1/*3 (↓) 0,5 














Simuloidut tulokset 50–200 % havaituista tuloksista 
*1/*1x2 (↑) 1,67 
*1–2/*10 (↓) 0,54 
*1–2/*3–8 (↓) 0,47 
*10/*10 (↓) 0,10 







*1/*2 (↓) 0,82 
*2/*2 (↓) 0,70 
*1/*3 (↓) 0,56 
*2/*3 (↓) 0,39 






*1/*1 1  
*17/*17 (↑) 2,03 
*1/*17 (↑) 1,59 
*2/*17 (↓↑) 0,80 
*1/*2 (↓) 0,30 
*2/*2 (↓) 0,005 
Jatkuu seuraavalla sivulla 
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Taulukko 7 jatkuu 



















*1/*1  14 ± 4 CL/F:  
CYP2C19*2-alleelin kantajilla  
-29 %  (95 % luottamusväli 2–55 %) 
CL/F:   
CYP2C19*2-alleelin kantajilla  
-23 % (95 % luottamusväli 8–38 %) 
*1/*2 (↓) 7 ± 2 







EM 14 AUCr PM/EM: Esomepratsoli 4,7  
                          Omepratsoli 16,5 
AUCr PM/EM: Esomepratsoli 3,0 







UM  18 AUC ja pitoisuus-aikakuvaajat (kanta-aine ja aktiivinen metaboliitti):  
Simuloidut ja havaitut tulokset vastasivat hyvin toisiaan kaikkien 
genotyyppien tapauksessa (visuaalinen vertailu) 
EM 14 









EM Ei mainittu Css,p (aktiivinen metaboliitti):  
Simuloidut ja havaitut tulokset vastasivat hyvin toisiaan molempien 
genotyyppien tapauksessa (visuaalinen vertailu) 







aripipratsoli (A),  
5-HMT,  
iloperidoni (I),  
risperidoni (R) 
EM Ei mainittu Staattinen malli 
AUCr PM/EM: 
A, 5-HMT ja I: simuloidut tulokset 76–96 % havaituista tuloksista 
R: simuloitu tulos 68 % havaitusta tuloksesta 
PM 0 PBPK-malli 
AUCr PM/EM: 
A, 5-HMT ja I: simuloidut tulokset 82–101 % havaituista tuloksista 
R: simuloitu tulos 69 % havaitusta tuloksesta 
Cmaxr PM/EM: 
A ja 5-HMT: simuloidut tulokset 83–112 % havaituista tuloksista 







*1/*1 24 CL/F:        *1/*1     15,32 l/h 
                 *1/*9      13,3 l/h 
                 *9/*9      7,2 l/h 
CL/F:      *1/*1          11,45 l/h   
               *1/*9           9,7 l/h 
               *9/*9           2,6 l/h 
*1/*9 (↓) 17 




Taulukosta 7 havaitaan, että simulaatiomalleilla on pääosin onnistuttu hyvin 
ennustamaan CYP-genotyypin vaikutusta substraattien farmakokinetiikkaan. 
Entsyymiaktiivisuutta vähentävän genotyypin vaikutus on kuitenkin joissakin 
tapauksissa simulaatioilla yliarvioitu suhteessa kliinisiin havaintoihin.  
Wun (2014) ja työtovereiden malli yliarvioi omepratsolin plasmapitoisuus-aikakuvaajan 
ja x-akselin väliin jäävän pinta-alan (area under the curve, AUC) PM-populaatiossa 
suhteessa EM-populaatioon. Dickschenin (2012) ja työryhmän mallissa tamoksifeenin 
aktiivisen metaboliitin (endoksifeenin) vakaan tilan plasmapitoisuus aluksi aliarvioitiin 
PM-yksilöissä (dataa ei ole esitetty). Kun aikaisempiin havaintoihin perustuen mallia 
muutettiin niin, että pienempi osuus endoksifeenista muodostuu CYP2D6-välitteisesti 
(90 % vs. 70 %), simuloitu endoksifeenin vakaan tilan plasmapitoisuus vastasi hyvin 
kliinisiä havaintoja.  
Toisilla simulaatioilla entsyymiaktiivisuutta vähentävän genotyypin vaikutus taas on 
aliarvioitu. Vieiran (2014) ja työryhmän mallissa risperidonin AUC-arvoa ja Cmax-arvoa 
PM-yksilöissä suhteessa EM-yksilöihin hiukan aliarvioitiin. Siccardi (2012) 
työtovereineen yliarvioi mallillaan efavirentsin näennäisen puhdistuman genotyypin 
CYP2B6*9/*9 yksilöissä.  
Taulukon 7 malleissa CYP-genotyyppi on siis huomioitu vain entsyymiin liittyvien 
parametrien (ilmenevä määrä tai genotyypin yleisluontoinen aktiivisuuskerroin) avulla, 
eikä niissä siten tule huomioitua tekijöitä, joilla voi olla merkitystä genotyypin 
vaikutukseen spesifisesti tietyn substraatin kohdalla. Jos polymorfialla on 
substraattispesifistä vaikutusta, voivat entsyymiaktiivisuuden muutokset olla suurempia 
toisten substraattien kohdalla kuin toisten. Substraattispesifisiä polymorfioita ei tosin 
vielä juurikaan yleisesti tunneta. Jos substraatti inhiboi tai indusoi omaan metaboliaansa 
osallistuvaa entsyymiä, on mahdollista, että kyseisen entsyymin polymorfisen muodon 
vaikutus farmakokinetiikkaan on erilainen kuin substraatilla, joka ei inhiboi tai indusoi. 
Esimerkiksi efavirentsin simulaatiomallissa huomioitiin efavirentsin CYP2B6-
entsyymiä indusoiva vaikutus yhtä suurena jokaisen genotyypin kohdalla (Siccardi ym. 
2012). Näennäisen puhdistuman yliarviointi genotyypin CYP2B6*9/*9 yksilöissä voisi 
olla seurausta siitä, että efavirentsin indusoiva vaikutus olisikin jostain syystä variantin 
alleelin kohdalla suhteessa pienempi.   
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Edellä esitettyjen mukaisissa malleissa on myös hyvin tärkeää, että polymorfisen CYP-
entsyymin osuus substraatin metaboliassa on mallissa oletettu oikeaksi. Virheitä voi 
syntyä herkästi etenkin, jos muiden kuin polymorfisen entsyymin osuus substraatin 
metaboliassa on hyvin pieni. Tällöin PM-yksilöissä tapahtuu ainoastaan vähäistä 
metaboliaa muiden kuin polymorfisen entsyymin kautta ja pienetkin virheet arviossa 
näiden entsyymien osallistumisesta voivat heijastua suurina virheinä PM-yksilöiden 
tuloksissa. Jos simulaatiot aliarvioivat substraatin puhdistumaa PM- ja IM- 
populaatioissa, voidaan myös pohtia, onko mahdollista, että muut kuin polymorfinen 
entsyymi osallistuvatkin metaboliaan näissä yksilöissä oletettua enemmän. Esimerkiksi 
tamoksifeenin simulaatiomallissa endoksifeenin vakaan tilan pitoisuuden selkeä 
aliarviointi PM-yksilöissä onnistuttiin korjaamaan pienentämällä malliin CYP2D6:n 
osuutta metaboliitin muodostumisessa (Dickschen ym. 2012). Koska pitoisuus EM-
yksilöissä simuloitiin molemmilla CYP2D6:n osuuksilla samanlaiseksi, ei voida 
päätellä, oliko osuus alun perinkin oletettu vääräksi, vai muodostuuko endoksifeenia 
PM-yksilöissä EM-yksilöitä enemmän muiden entsyymien kuin CYP2D6:n kautta. 
Myös Wu (2014) työryhmineen pohti omepratsolin PM- ja EM-populaatioille 
simuloitujen AUC-arvojen suhteen yliarvioineen mallinsa kohdalla mahdollisuutta, että 
CYP2C19:n lisäksi metaboliaan osallistuvan CYP3A4:n merkitys oli mallissa 
aliarvioitu. Tällöin erityisesti PM-yksilöissä simuloitu puhdistuma on voinut jäädä 
selvästi todellista vähäisemmäksi.  
 
5.2 CYP-genotyypin huomiointi mallissa substraattispesifisillä menetelmillä 
 
Substraattispesifisemmin genotyypin vaikutus tulee otettua huomioon, jos CYP-
entsyymien polymorfiasta johtuvia farmakokineettisiä eroja yksilöiden välillä 
simuloidaan käyttämällä malleissa alleelivarianteilla rekombinanttientsyymeillä 
hankittua in vitro -dataa substraattien metaboliasta. Myös näissä malleissa on kuitenkin 
edelleen tärkeää, että polymorfisen CYP-entsyymin osuus substraatin metaboliassa on 
mallissa oletettu oikeaksi. Edellisessä kappaleessa pohdittiin efavirentsin (Siccardi ym. 
2012) kohdalla mahdollisesti genotyypistä riippuvaista oman metabolian induktiota. 
Induktiolle geenin transkription lisääntyminen on tunnettu mekanismi. Jos induktio 
tapahtuu geenin transkription muutoksien kautta, ei sitä luonnollisesti tule huomioitua 
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myöskään rekombinanttientsyymejä käyttämällä. Varianteilla 
rekombinanttientsyymeillä hankittua in vitro -dataa substraattien metaboliasta 
hyödyntäneitä simulaatiomalleja löytyy kirjallisuudesta useampia (taulukko 8A).  
Myös tietyn CYP-entsyymin suhteen alleelivarianteilla (genotyypatuilla) ihmisen 
maksan mikrosomeilla on hankittu substraattispesifistä in vitro -metaboliadataa 
simulaatiomalleihin (taulukko 8B). Genotyypatut ihmisen maksan mikrosomit on 
eristetty kiinnostuksen kohteena olevan CYP-entsyymin suhteen genotyypiltään 
erilaisten yksilöiden maksakudoksesta. Koska maksakudoksesta eristetyissä 
mikrosomeissa ovat edustettuina kaikki CYP-entsyymit, heijastavat määritykset 
kaikkien CYP-entsyymien kautta tapahtuvaa maksametaboliaa, eikä CLint-arvoja koota 
erikseen jokaiselle entsyymille. Näissä malleissa virhettä ei siis aiheudu polymorfisen 
CYP-entsyymin oletetusta osuudesta substraatin metaboliassa. Virhettä voi sen sijaan 
aiheuttaa muiden metaboloivien entsyymien aktiivisuuksien vaihtelu tai mikrosomien 
eristyksen tai luovuttajan yksilöllisten ympäristö-/fysiologisten tekijöiden vaikutus 
entsyymiaktiivisuuksiin. Myöskään mikrosomeja käyttämällä ei substraatin 
mahdollisesti genotyypistä riippuvaista, geenin transkription muutoksien kautta 
tapahtuvaa oman metabolian induktiota voida ottaa huomioon. Tätä varten in vitro -
metaboliadataa simulaatiomalleja varten tulisi hankkia elävillä soluilla, esimerkiksi 
genotyypatuilla hepatosyyteillä. Tällaisia tutkimuksia ei kirjallisuudesta kuitenkaan 
vielä löydy.  
Tangin (2001) työryhmän malliin käytettiin varianteilla rekombinanttientsyymeillä 
määritettyjä CLint-arvoja (taulukko 8A). Genotyyppien CYP2C9*1/*2 ja CYP2C*1/*3 
tapauksessa käytettiin proteiinien CYP2C9.1 ja CYP2C9.2 tai CYP2C9.1 ja CYP2C9.3 
1:1 sekoituksia. Simulaatioita suoritettiin sekä olettaen maksassa ilmenevä CYP2C9-
määrä genotyypistä riippumatta samaksi, että olettaen villigenotyypin maksassa 
ilmenevä määrä viisinkertaiseksi variantteihin genotyyppeihin nähden. Lisäksi 
simulaatioissa vaihdeltiin CYP2C9-entsyymin osuutta substraatin metaboliassa (31–81 
%). 
Kusaman (2009) ja työtovereiden mallilla simuloitiin kuuden eri CYP2C9-genotyypin 
(CYP2C9*1/*1, CYP2C9*1/*2, CYP2C9*1/*3, CYP2C9*2/*2, CYP2C9*2/*3 ja 
CYP2C9*3/*3) vaikutusta substraattien farmakokinetiikkaan käyttämällä mallissa 
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varianteilla rekombinanttientsyymeillä määritettyjen CLint-arvojen suhteita villityypin 
entsyymillä määritettyihin CLint-arvoihin (taulukko 8A). Lisäksi mallissa otettiin 
huomioon in vitro -määritysten perusteella variantin genotyypin yksilössä ilmenevä 
entsyymimäärä suhteessa villigenotyyppiin (0,84; 0,74; 0,68; 0,58 ja 0,48 genotyypeille 
CYP2C9*1/*2, CYP2C9*1/*3, CYP2C9*2/*2, CYP2C9*2/*3 ja CYP2C9*3/*3, 
vastaavasti). 
Yeo (2013) työryhmineen käytti CYP2C8*1/*1-genotyypin yksilöiden simulaatiossa 
ihmisen maksan mikrosomeissa substraatin CYP2C8-välitteiselle metabolialle 
määritettyä CLint-arvoa (taulukko 8A). Koska CYP2C8.3-rekombinanttiproteiinin 
aktiivisuus substraatin metaboliassa oli aiemmin määritetty 2,6-kertaiseksi CYP2C8.1-
proteiiniin nähden, skaalattiin edellä mainittu CLint-arvo tämän mukaisesti 
CYP2C8*3/*3-genotyypin yksilöiden simulaatiota varten. CYP2C8*1/*3-genotyypin 
yksilöiden simulaatiossa CYP2C8-välitteisen metabolian CLint-arvona käytettiin edellä 
mainittujen keskiarvoa. Tässä mallissa maksassa ilmenevä CYP2C8-määrä oletettiin 
samaksi kaikkien genotyyppien tapauksessa. 
Xun (2013) ja työryhmän mallissa otettiin varianteilla rekombinanttientsyymeillä 
määritettyjen CLint-arvojen (taulukko 8A) lisäksi huomioon maksassa ilmenevä 
CYP2B6-määrä genotyypistä riippuen. Arvot perustuivat simulointiohjelmaan 
tallennettuihin arvoihin (17 pmol/mg MSP genotyypeille CYP2B6*1/*1 ja 
CYP2B6*1/*6 ja 6 pmol/mg MSP genotyypille CYP2B6*6/*6). Samassa tutkimuksessa 
käytettiin lisäksi alleelivarianteilla ihmisen maksan mikrosomeilla hankittua in vitro -
metaboliadataa (taulukko 8B). CLint-arvot määritettiin sekä CYP2B6-välitteiselle että 




Taulukko 8. Substraattispesifisiä, CYP-genotyypin vaikutusta farmakokinetiikkaan simuloivia malleja. Malleissa käytetty A) 
alleelivarianteilla rekombinanttientsyymeillä tai B) ihmisen maksan mikrosomeilla hankittua in vitro -metaboliadataa. ↓=variantilla 
alleelilla entsyymiaktiivisuutta vähentävä vaikutus, ↑=variantilla alleelilla entsyymiaktiivisuutta lisäävä vaikutus. PBPK-malli=fysiologiaan 
perustuva farmakokineettinen malli, CLint=ominaispuhdistuma, MSP=mikrosomaalinen proteiini, *0=nolla-alleeli, AUC=plasmapitoisuus-

















CLint (µl/min/nmol CYP) AUCr variantti-/ 
villigenotyyppi: 
*1/*2, *1/*3, *2/*2      ~1–3,5 
*3/*3                            ~1,5–5 
AUCr variantti-/  
villigenotyyppi: 
*1/*2                          ~1 
*1/*3 ja *3/*3            ~2,2 
2325/2700 
*1/*2 (↓) 1451 
*1/*3 (↓) 1212 
*2/*2 (↓) 1770 












CLint variantti entsyymi/ 
CLint villityypin entsyymi 
CLpor variantti-/villigenotyyppi: 
Simuloitujen ja havaittujen tulosten korrelaatio 0,81 
0,27–0,92 substraatista riippuen 
*3 (↓) 0,04–0,23 substraatista riippuen Selekoksibi, CLpor variantti-/villigenotyyppi: 
*1/*2              0,80 
*1/*3              0,63 
*2/*2              0,6 
*2/*3              0,43 
*3/*3              0,26 
*1/*2           1,12 
*1/*3           0,60 
*2/*2           0,84 
 - 










CLint (µl/min/pmol CYP) CLpo: 
*1/*1        9,8 ± 6,9 l/h 
*6/*6        6,6 ± 6,4 l/h 
CLpo: 
*1/*1       8,5 ± 3,4 l/h 
*6/*6       5,9 ± 0,5 l/h 
0,39  














CLint (µl/min/mg MSP) AUCr variantti-/villigenotyyppi: 
*1/*3         0,70 
*3/*3         0,63 
 
CLpor variantti-/villigenotyyppi: 
*1/*3         1,43 
*3/*3         1,55 
AUCr variantti-/villigenotyyppi: 
*1/*3          0,92 
*3/*3          0,64 
 
CLpor variantti-/villigenotyyppi: 
*1/*3          1,15 
*3/*3          1,39 
137 
*1/*3 (↑) 245 
*3/*3 (↑) 355 
Jatkuu seuraavalla sivulla 
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Taulukko 8 jatkuu 

















CLint CYP2B6 (µl/min/mg MSP) CLpo: 
*1/*1        8,5 ± 6,9 l/h 
*1/*6        4,7 ± 3,2 l/h 
*6/*6        2,2 ± 1,4 l/h 
CLpo: 
*1/*1       8,5 ± 3,4 l/h 
*1/*6       8,3 ± 2,8 l/h 
*6/*6       5,9 ± 0,5 l/h 
14,5 
*1/*6 (↓) 6,4 













Ilmenevä entsyymi (pmol/mg MSP)  
Mefenytoiini, S/R-suhde virtsassa: 
Simuloidut tulokset 50–200 % havaituista tuloksista  
Sitalopraami, pantopratsoli, vorikonatsoli, CLpo: 
Simuloidut tulokset 50–200 % havaituista tuloksista 
 
(Malli substraattispesifinen ainoastaan mefenytoiinin kohdalla) 
26 
*1/*17 (↑) 25 
*1/*1 14 
*17/*0 (↑↓) 12 
*1/*0 (↓) 5,3 







Myös Steere (2015) työtovereineen hyödynsi simulaatiomallissaan genotyypatuilla 
ihmisen maksan mikrosomeilla hankittua in vitro -dataa, muttei samalla tavalla 
substraattispesifisesti kuin Xu (2013) ja työryhmä. Malleihin vaihdeltiin maksassa 
ilmenevän CYP2C19-entsyymin määrää genotyypistä riippuen (taulukko 8B). 
Villigenotyypin yksilöissä ilmenevänä entsyymimääränä käytettiin simulointiohjelmaan 
tallennettua arvoa, ja varianttien genotyyppien yksilöissä ilmenevä määrä skaalattiin 
perustuen alleelivarianteilla mikrosomeilla hankittuun in vitro -aktiivisuusdataan: 
kutakin genotyyppiä edustaneissa mikrosomeissa määritettiin S-mefenytoiinin 
metabolianopeus, jonka perusteella laskettiin genotyypin skaalaustekijä 
villigenotyyppiin nähden. PM-genotyypin skaalaustekijäksi oletettiin 0, ja muissa 
genotyypeissä havaitut metabolianopeudet korjattiin vähentämällä nopeuksista PM-
genotyypin mikrosomeissa havaittu metabolianopeus. Tässä tapauksessa genotyypattuja 
mikrosomeja käyttämällä pyrittiin siis kuitenkin vain saamaan mahdollisimman hyvä 
arvio eri genotyyppien yksilöissä ilmenevästä entsyymimäärästä (vrt. kappaleessa 5.1 
esitetyt mallit), eikä määritetty eri genotyypeille kokonaismetaboliaa kuvaavia CLint-
arvoja substraattispesifisesti. Ainoastaan mefenytoiinin tapauksessa in vitro -
metaboliadatan voidaan katsoa olleen substraattispesifistä. 
Taulukosta 8 havaitaan, että simulaatioilla, joissa on hyödynnetty alleelivarianteilla 
rekombinanttientsyymeillä tai ihmisen maksan mikrosomeilla hankittua in vitro -
metaboliadataa, on saatu sekä onnistuneita että varianttien alleelien vaikutusta 
yliarvioivia tuloksia. Sekä Tangin (2001) työryhmä että Kusaman (2009) työryhmä 
simuloi selekoksibin farmakokinetiikkaa CYP2C9*2- ja CYP2C9*3-alleeleja kantavissa 
yksilöissä. Simulaatioiden tulokset vastasivat melko hyvin toisiaan ennustaen 
genotyyppien CYP2C9*1/*2, CYP2C9*1/*3 ja CYP2C9*2/*2 vaikuttavan 
maltillisemmin selekoksibin farmakokinetiikkaan, genotyypin CYP2C9*3/*3 
vaikutuksen ollessa selvästi suurempi. Kusaman ja työryhmän simulaatioissa CYP2C9:n 
osuus selekoksibin metaboliassa oli 82 %, mikä vastasi suurinta Tangin ja työryhmän 
simulaatioissa käytettyä osuutta (81 %). Tangin ja työryhmän simulaatioissa suurimmat 
AUC-suhteet variantin ja villigenotyypin välillä simuloitiin, kun suurempien CLint-
arvojen lisäksi ilmenevä CYP2C9-määrä oli villigenotyypin yksilöissä oletettu 
viisinkertaiseksi variantteihin genotyyppeihin nähden. Kusaman ja työryhmän 
simulaatioissa ilmenevän entsyymin määrässä ei oletettu näin suuria eroja. Artikkeleissa 
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esitetyt kliiniset havainnot vastaavat hyvin toisiaan. Molempien tutkimuksien 
simulaatioilla alleelin CYP2C9*3 aikaansaama metabolian väheneminen onnistuttiin 
jossain määrin ennustamaan, tosin CYP2C9*3/*3-genotyypin vaikutus 
farmakokinetiikkaan vaikutti olevan lähempänä CYP2C9*1/*3-genotyyppiä, kuin 
simulaatioiden perusteella oletettiin. Kliinisten havaintojen perusteella CYP2C9*2-
alleeli ei vaikuta merkittävästi vaikuttavan selekoksibin farmakokinetiikkaan ja 
molempien tutkimusten simulaatiot yliarvioivat alleelin vaikutusta. Kusaman ja 
työryhmän tutkimuksessa oli mukana myös useita muita CYP2C9-substraatteja ja mallit 
ennustivat yleisesti ottaen hyvin substraattien farmakokinetiikkaa kaikkien 
genotyyppien yksilöissä. 
Xun (2013) ja työryhmän rekombinanttientsyymeillä hankittua in vitro -metaboliadataa 
hyödyntänyt malli alun perin aliarvioi oraalisen puhdistuman molempien simuloitujen 
CYP2B6-genotyyppien tapauksessa (*1/*1: 4,1 ± 2,2 l/h ja *6/*6: 2,8 ± 1,6 l/h), 
ennustaen kuitenkin puhdistumien välisen suhteen kliinisiä havaintoja vastaavasti. Kun 
mallissa käytettiin simulointiohjelmaan tallennetun ISEF (intersystem extrapolation 
factor) -arvon (skaalaustekijä, jolla korjataan mahdollinen ero mikrosomien ja 
rekombinanttientsyymien luontaisessa entsyymiaktiivisuudessa) sijasta spesifisemmin 
kyseisen tutkimuksen olosuhteita varten määritettyä arvoa, vastasivat simuloidut 
oraaliset puhdistumat huomattavasti paremmin kliinisiä havaintoja. Mikrosomeilla 
hankittua in vitro -metaboliadataa hyödyntänyt malli aliarvioi oraalisen puhdistuman 
molempien varianttien genotyyppien tapauksessa. Siccardin (2012) ja työryhmän 
mallissa efavirentsin näennäinen puhdistuma päinvastoin yliarvioitiin variantin 
genotyypin CYP2B6*9/*9 tapauksessa (taulukko 7B). Kuten edellä on mainittu, 
efavirentsin omaa metaboliaansa indusoiva vaikutus voi vaikeuttaa simulaatioiden 
tekemistä. Siccardin ja työryhmän mallissa CYP2B6:n ilmeneminen villigenotyypin 
yksilöissä oli oletettu Xun ja työryhmän mallia korkeammaksi. Xun ja työryhmän malli 
ennusti efavirentsin oraalisen puhdistuman villigenotyypin yksilöissä hiukan paremmin. 
Tämä voi viitata siihen, että Siccardin ja työryhmän mallissa entsyymin ilmeneminen on 
oletettu liian korkeaksi, mikä on voinut johtaa näennäisen puhdistuman yliarviointiin 
genotyypin CYP2B6*9/*9 yksilöissä. 
Yeon (2013) ja työtovereiden mallilla rosiglitatsonin AUC-arvon lasku ja oraalisen 
puhdistuman kasvu ennustettiin erittäin onnistuneesti genotyypin CYP2C8*3/*3 
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yksilöissä, mutta hiukan yliarvioiden CYP2C8*1/*3-genotyypin yksilöissä. Steeren 
(2015) ja työryhmän mallit ennustivat CYP2C19-substraattien farmakokinetiikkaa 
suhteellisen hyvin kaikkien genotyyppien yksilöissä.  
Vaikka simulaatioilla on onnistuttu ennustamaan eri CYP-genotyyppien aiheuttamaa 
vaihtelua lääkeaineiden farmakokinetiikassa, tulee muistaa, että malleja on hankala 
suoraan soveltaa yksilötapauksiin, koska vaihtelu lääkeaineen farmakokinetiikassa 
myös saman genotyyppiryhmän yksilöiden keskuudessa voi olla suurta (kappaleet 4.2.1 
ja 4.2.2). Tässä kappaleessa esitettyjen esimerkkien nojalla sekä staattisilla että PBPK-
malleilla tehdyt simulaatiot ovat onnistuneet yhtä hyvin. Mallin valinnassa tulee toki 
ottaa huomioon, kuinka kattavaa tietoa farmakokinetiikasta halutaan. Onnistuneita ja 
epäonnistuneita simulaatioita on suoritettu sekä ei-substraattispesifisesti että 
substraattispesifisesti genotyyppi huomioiden, joten ei voida sanoa, että 
substraattispesifisen in vitro -metaboliadatan käyttäminen olisi välttämätöntä.  Kuten 
edellä on perusteltu, substraattispesifisellä, genotyypatuilla mikrosomeilla hankitulla in 
vitro -metaboliadatalla voidaan kuitenkin ajatella olevan hyvin potentiaalista 
käytettävyyttä lääkeaineiden farmakokineettistä yksilöllistä vaihtelua ennustavissa 
simulaatiomalleissa.  Tähän ajatukseen perustuen tämän tutkielman kokeellisessa osassa 
on tutkittu CYP2C19- tai CYP2D6-genotyypattujen ihmisen maksan mikrosomien 





















Pro gradu -tutkielman kokeellisen osan tarkoituksena oli selvittää CYP2C19- tai 
CYP2D6-genotyypattujen ihmisen maksan mikrosomien käytettävyyttä lääkeaineiden 
farmakokinetiikassa esiintyvän yksilöllisen vaihtelun ennustamisessa. Kuten 
kirjallisuuskatsauksessa on kuvattu, lääketeollisuus todennäköisesti hyötyisi 
menetelmistä, joilla yksilöllistä vaihtelua onnistuttaisiin ennustamaan jo ennen kliinistä 
tutkimusvaihetta in vitro -kokeiden avulla. Tutkimusaiheesta kiinnostumisen taustalla 
oli yksi lääkeyritys Orionin oma molekyyli (yhdiste Y1), jonka oli kliinisessä 
tutkimuksessa havaittu metaboloituvan erittäin nopeasti CYP2C19 UM -genotyyppiä 
(CYP2C19*17/*17) edustaneessa yksilössä. Tutkimuksesta kertyneen aineiston avulla 
on lisäksi mietitty käytettyjen koetinreaktioiden CYP2C19- tai CYP2D6-selektiivisyyttä 
ja siten niiden sopivuutta käyttötarkoitukseensa tutkimuksessa. 
CYP2C19- tai CYP2D6-polymorfian vaikutusta entsyymin substraattien metaboliaan 
tutkittiin inkuboimalla substraatteja CYP2C19- tai CYP2D6-genotyypattujen ihmisen 
maksan mikrosomien (jäljempänä mikrosomit) kanssa. Seuraamalla tutkittavien 
yhdisteiden metaboliaa voitiin genotyypiltään eroavien mikrosomien metabolista 
aktiivisuutta vertailla keskenään ja tehdä päätelmiä polymorfian merkityksestä 
entsyymin substraattien metabolialle ja genotyypatuilla mikrosomeilla hankitun in vitro 
-datan käytettävyydestä lääkeaineiden farmakokinetiikassa esiintyvän yksilöllisen 
vaihtelun ennustamisessa. 
Lääkeyritys Orionin oman molekyylin, yhdisteen Y1 lisäksi tutkimuksessa oli mukana 
kaksi CYP2C19-entsyymin kaupallista substraattia, S-mefenytoiini ja omepratsoli. 
CYP2D6-entsyymin substraatteina käytettiin kahta kaupallista yhdistettä, 
dekstrometorfaania ja bufuralolia. Sekä metaboliittien muodostumista että kanta-aineen 
häviämistä mikrosomeissa seurattiin. Kaupallisten yhdisteiden seurattuja metaboliitteja 
olivat 4-hydroksimefenytoiini (4-OH-mefenytoiini), 5-hydroksiomepratsoli (5-OH-
omepratsoli), dekstrorfaani ja 1-hydroksibufuraloli (1-OH-bufuraloli), joiden 
muodostuminen on pääosin CYP2C19- tai CYP2D6-välitteistä (kappale 4, kuvat 1 ja 2). 
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Y1:n osalta seurattiin kahden eri metaboliitin, M1 ja M2, muodostumista. Näiden 
metaboliittien tiedetään muodostuvan merkittävästi CYP2C19:n, joskin myös 
useampien muiden CYP-entsyymien välityksellä. Y1:n rakenteeseen ja 
metaboliareaktioihin liittyviä tietoja ei esitetä tarkemmin salassapitosyistä.  
 
 
7 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
7.1 Käytetyt materiaalit 
 
Tiedot tutkimuksessa käytetyistä yhdisteistä, reagensseista ja liuottimista on esitetty 
taulukoissa 9–11. 
 
Taulukko 9. Tutkitut yhdisteet ja niiden toimittajat. 
Yhdiste Toimittaja 






(St. Louis, Missouri, USA) 
S-mefenytoiini Cayman Chemical  
(Ann Arbor, Michigan, USA) 
Y1, M1, M2 Fermion Oy  
(Espoo, Suomi) 
 






Dinatriumvetyfosfaatti (Na2HPO4) dihydraatti, 
natriumdivetyfosfaatti (NaH2PO4) monohydraatti, 
magnesiumkloridi (MgCl2) heksahydraatti 










Taulukko 11. Liuottimet, niiden laadut ja toimittajat. 
Liuotin  Laatu Toimittaja 
Asetonitriili (ACN) LC-MS hypergrade Merck KGaA  
Muurahaishappo (HCOOH) Analyysilaatu Merck KGaA  









Tiedot tutkimuksessa käytetyistä biologisista matriiseista on esitetty taulukossa 12. 
Genotyypattuihin mikrosomieriin on jatkossa viitattu niiden teoreettisen fenotyypin 
mukaan. Useamman erän edustaessa samaa fenotyyppiä erät on erotettu numerolla. 
Genotyypatuista mikrosomieristä jatkossa käytetyt nimitykset on esitetty taulukossa 12 
(eräkoodi).  
Kuten kirjallisuuskatsauksessa on selvitetty, CYP2C19*1 on toiminnallinen villityypin 
alleeli, CYP2C19*2 täysin inaktiivisen entsyymin tuottava nolla-alleeli ja CYP2C19*17 
geenin transkription lisääntymisen kautta entsyymiaktiivisuutta lisäävä alleeli. 
CYP2D6*1 on toiminnallinen villityypin alleeli, ja CYP2D6*2 mutatoitunut, mutta 
villityyppiä vastaavan entsyymiaktiivisuuden tuottava alleeli. CYP2D6*4, CYP2D6*5, 
CYP2D6*6 ja CYP2D6*3 ovat nolla-alleeleja, jotka tuottavat täysin inaktiivisen 
entsyymin tai eivät tuota entsyymiä ollenkaan. CYP2D6*17, CYP2D6*29, CYP2D6*9 
ja CYP2D6*41 ovat pienempään, mutta eivät kokonaan puuttuvaan 
entsyymiaktiivisuuteen johtavia, osittain toiminnallisia alleeleja. Toiminnallisen alleelin 
duplikaatio, CYP2D6*2x2, edustaa selkeästi entsyymiaktiivisuutta lisäävää alleelia, 
mutta osittain toiminnallisen alleelin duplikaation, CYP2D6*41x2, tapauksessa tulkinta 
on hankalampi. Fenotyypin määrittäminen genotyypin perusteella ja tarkemmat 
kuvaukset alleelivarianteista on esitetty kirjallisuuskatsauksessa (kappale 3, taulukko 2 







Taulukko 12. Käytetyt mikrosomimatriisit, niiden genotyyppien teoreettiset fenotyypit 
ja jatkossa käytetyt eräkoodit, luovuttajatiedot ja toimittajat. PM, IM, EM tai 
UM=hidas, keskinopea, nopea tai ultranopea metaboloija, het=heterotsygootti, 
hom=homotsygootti, M=mies, N=nainen, V=valkoihoinen (Caucasian), 







- 150 henkilöltä (miehiä ja 












CYP2C19*2/*2 PM M 49 V Tebu-bio 
(Le Perray en Yvelines, 
Ranska) CYP2C19*1/*2 IM M 21 V 
CYP2C19*1/*1 
erät LLO,  
ONY ja QMTa 
 
EM1, 










Maryland, USA) CYP2C19*1/*17 
erät RYQ, 
GWN ja TKMa 
 
hetUM1, 








erät YEJ,  
ZGH ja ZKIa 
 
homUM1, 




38, 44, 59 
 















CYP2D6*4/*5 PM2 N 49 V 
CYP2D6*4/*6 PM3 M 45 V 
CYP2D6*17/*29 IM1 M 41 AA 
CYP2D6*2/*3 IM2 N 78 V 



















CYP2D6*1/*2x2 UM Ei saatavilla 
a erät peräisin eri yksilöiltä 









7.2.1 Standardi- ja laadunvalvontanäytteet 
 
Inkubaatioissa muodostuneiden metaboliittien määrät kvantifioitiin valmistamalla niistä 
standardinäytteet (ST-näytteet) 0-matriisiin, joka sisälsi mikrosomeja ja 
inkubaatiopuskuria samassa suhteessa kuin tutkimusnäytteet. Kaikista metaboliiteista 
valmistettiin kantaliuokset DMSO:iin ja työliuokset laimennettiin kantaliuoksesta 
käyttäen ACN:n ja veden 1:1 seosta. ST-näytteet valmistettiin 1,5 ml:n micronic-putkiin 
vähintään kahdeksalla eri pitoisuudella alueella 0,001–5 µM (M1 ja M2), 0,01–5 µM 
(4-hydroksimefenytoiini, dekstrorfaani ja 1-hydroksibufuraloli) tai 0,02−5 µM (5-
hydroksiomepratsoli). ST-näytteet saostettiin 1:1 kylmällä ACN:llä ja säilytettiin 
pakkasessa (-70 °C) analysointiin asti. ST-näytteet 4-hydroksimefenytoiinista ja 5-
hydroksiomepratsolista valmistettiin omiin näytteisiinsä ja ST-näytteet M1:sta ja M2:sta 
ja dekstrorfaanista ja 1-hydroksibufuralolista samoihin näytteisiin. 
Jokaista ST-näytesarjaa kohden valmistettiin laadunvalvontanäytteet (LV-näytteet). LV-
näytteitä varten kvantifioitavista metaboliiteista valmistettiin uudet kantaliuokset 
DMSO:iin. LV-näytteet valmistettiin kuten ST-näytteet, vähintään kolmeen eri 
pitoisuuteen välillä 0,001–4 µM niin, että LV-näytteiden pienin pitoisuus oli sama kuin 
ST-näytteiden pienin pitoisuus ja LV-näytteiden suurin pitoisuus 80 % ST-näytteiden 
suurimmasta pitoisuudesta. LV-näytteet säilytettiin pakkasessa (-70 °C) analysointiin 
asti. LV-näytteet 4-hydroksimefenytoiinista ja 5-hydroksiomepratsolista valmistettiin 
omiin näytteisiinsä ja LV-näytteet M1:sta ja M2:sta ja dekstrorfaanista ja 1-
hydroksibufuralolista samoihin näytteisiin. 
Lisäksi jokaista ST-näytesarjaa kohden valmistettiin kvantifioitavaa metaboliittia 
sisältämätön blank-näyte, joka sisälsi ainoastaan ACN:llä 1:1 saostettua 0-matriisia. 
Blank-näytteet säilytettiin pakkasessa (-70 °C) analysointiin asti. 
Kanta-aineiden määriä näytteissä ei kvantifioitu, vaan häviämistä seurattiin ainoastaan 




7.2.2 Näytteiden esikäsittely 
 
Pakastetut (-70 °C) tutkimusnäytteet, ST- ja LV-näytteet ja blank-näyte sulatettiin 
huoneenlämmössä ja sekoitettiin Thermomixer comfort® -laitteella (Eppendorf, 
Stevenage, UK), minkä jälkeen näytteitä sentrifugoitiin micronic-putkissa Allegra® X-
12R -sentrifuugissa (Beckman Coulter, Brea, California, USA) seitsemän minuuttia 
kierrosnopeudella 3750 rpm ja lämpötilassa 4 °C. Sentrifugoiduista näytteistä pipetoitiin 
supernatanttia kuoppalevylle tai lasipulloon analyysilaitteistoon injektointia varten. 5-
Hydroksiomepratsolin ST- ja LV-näytteet laimennettiin vedellä 1:10 detektion 
saturoitumisen välttämiseksi. Omepratsolinäytteissä määritetyt metaboliittipitoisuudet 




Näytteet analysoitiin käyttäen erittäin korkean erotuskyvyn nestekromatografia-tandem-
massaspektrometriaa (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, UPLC-MS/MS). Analyyseja suoritettiin kahdella eri laitteistolla, jotka on 
esitetty taulukossa 13. Ionisaatiomenetelmänä käytettiin sähkösumutusta (electrospray 
ionization, ESI). Datan kerääminen, analysointi ja laitteiston kontrollointi suoritettiin 
käyttäen taulukossa 13 mainittuja ohjelmia.  
 
Taulukko 13. Analyyseissa käytetyt laitteistot. UPLC=erittäin korkean erotuskyvyn 
nestekromatografia. 
Nestekromatografi Massaspektrometri Ohjelma 







(AB Applied Biosystems/ 
MDS SCIEX, Foster City, 
California, USA) 
Analyst 1.4.2 
(AB Applied Biosystems/ 
MDS SCIEX) 
 





(AB Applied Biosystems/ 
MDS SCIEX) 
Analyst 1.6.2 






UPLC-analyysissa olosuhteina käytettiin laboratoriossa aiemmin käytettyjä olosuhteita 
(S-mefenytoiini ja 4-hydroksimefenytoiini, Y1, dekstrometorfaani ja dekstrorfaani) tai 
kirjallisuudesta haettuja olosuhteita (omepratsoli ja 5-hydroksiomepratsoli (Petsalo ym. 
2008)). Analyysien yksinkertaistamiseksi M1 ja M2 analysoitiin Y1:n analyyseissa 
aiemmin käytetyillä olosuhteilla ja bufuraloli ja 1-hydroksibufuraloli 
dekstrometorfaanin ja dekstrorfaanin analyyseissa aiemmin käytetyillä olosuhteilla.  
Kaikkien analyyttien erottamiseen näytteistä käytettiin Acquity UPLC® BEH C18 (2,1 
mm x 100 mm, partikkelikoko 1,7 µm) -kolonnia (Waters). Eluentin vesifaasina 
käytettiin 0,1 % HCOOH:a ja orgaanisena faasina ACN:ä. Injektiotilavuus oli kaikissa 
analyyseissa 10 µl. Muut analyyttikohtaiset UPLC-olosuhteet on esitetty taulukossa 14. 
Analyyttien retentioajat on esitetty taulukossa 15. Y1:n, M1:n ja M2:n 
analyysiolosuhteita ja retentioaikoja ei esitetä salassapitosyistä.  
 










S-mefenytoiini ja  
4-OH-mefenytoiini 
40 0,5 0−0,5 min 15 % ACN; 
0,5−3 min lineaarinen gradientti  
75 %:iin ACN;  
3−4 min 90 % ACN; 
4−5,5 min kolonnin tasapainotus 
Omepratsoli ja  
5-OH-omepratsoli 
30 0,4 0−3 min lineaarinen gradientti  
5 %:sta 60 %:iin ACN;  
3−4 min 90 % ACN;  
4−6 min kolonnin tasapainotus 
Dekstrometorfaani, 
dekstrorfaani, 
bufuraloli ja  
1-OH-bufuraloli 
50 0,5 0–3,5 min lineaarinen gradientti  
15 %:sta 75 %:iin ACN;  
3,5–4,5 min 90 % ACN; 
4,5–6 min kolonnin tasapainotus 
 
4-Hydroksimefenytoiinille, 5-hydroksiomepratsolille, M1:lle, M2:lle, bufuralolille ja 1-
hydroksibufuralolille kehitettiin MS/MS-menetelmät. S-mefenytoiinille, Y1:lle, 
dekstrometorfaanille ja dekstrorfaanille käytettiin aiemmin laboratoriossa kehitettyjä 
menetelmiä ja omepratsolin menetelmä haettiin kirjallisuudesta (Petsalo ym. 2008). 
Detektointi toteutettiin joko yksittäistä valittua reaktiota seuraamalla eli SRM (single 
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reaction monitoring) -moodilla (S-mefenytoiini, omepratsoli, Y1, dekstrometorfaani, 
dekstrorfaani, bufuraloli ja 1-hydroksibufuraloli) tai useita reaktioita seuraamalla eli 
MRM (multiple reaction monitoring) -moodilla (4-hydroksimefenytoiini, 5-
hydroksiomepratsoli, M1 ja M2). Kaupallisesti saatavien analyyttien detektoidut 
reaktiot on esitetty taulukossa 15 ja analyyteille optimoidut 
massaspektrometriaparametrit liitteessä 1. Sähkösumutusionisaation polariteetti oli 
kaikissa menetelmissä positiivinen (ESI+). Y1:n, M1:n ja M2:n osalta reaktioita ja 
massaspektrometriaparametreja ei esitetä salassapitosyistä.  
 








S-mefenytoiini 2,20 219 141 
4-OH-mefenytoiini 1,64 235 150 
   133 
Omepratsoli 2,17 346 198 
5-OH-omepratsoli 1,95 362 214 
   167 
Dekstrometorfaani 1,79 272 171 
Dekstrorfaani 1,14 258 158 
Bufuraloli 1,89 262 188 




Ennen varsinaisia tutkimusinkubaatioita genotyypatuilla mikrosomeilla suoritettiin 
kaikilla tutkittavilla yhdisteillä optimointi-inkubaatiot. Inkubaatioissa käytettiin 
tavallisia, ei-genotyypattuja ihmisen maksan mikrosomeja optimaalisten 
näytteenottoajankohtien ja inkubaatiopitoisuuksien määrittämiseksi.  
 
7.3.1 Optimointi-inkubaatiot näytteenottoajankohtien määrittämiseksi 
 
Tutkittavia yhdisteitä inkuboitiin 96-kuoppalevyllä poolattujen ihmisen maksan 
mikrosomien kanssa 60 minuutin ajan. Inkubaatiot suoritettiin kokonaistilavuudessa 400 
µl ja tutkittavien yhdisteiden pitoisuudella 5 µM, paitsi dekstrometorfaanin kohdalla, 
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jonka inkubaatiopitoisuutena oli 3 µM kirjallisuudessa esitetyn alhaisen Km-arvon 
(Michaelis-Mentenin vakio) vuoksi (0,44–8,5 µM) (Spaggiari ym. 2014). Mikrosomien 
lisäksi reagensseina käytettiin inkubaatiopuskuria (100 mM fosfaattipuskuri + 5 mM 
MgCl2, pH 7,4) ja NADPH:a kofaktorina. Inkubaatioiden mikrosomaalinen 
proteiinipitoisuus oli 0,3 mg/ml ja NADPH-pitoisuus 1 mM.  
Pakastetut (-70 °C) mikrosomit sulatettiin kädenlämpöisessä vedessä ja laimennettiin 
kylmällä inkubaatiopuskurilla. Tutkittavien yhdisteiden kantaliuokset ja 
välilaimennokset valmistettiin ACN:iin. NADPH liuotettiin kylmään 
inkubaatiopuskuriin. ACN:n lopullinen pitoisuus inkubaatioissa oli 1 % ja se valittiin 
liuottimeksi, koska sen ei ole juuri todettu vaikuttavan CYP2C19- tai CYP2D6- 
aktiivisuuteen (Peng ym. 2015). Tutkimusnäytteistä valmistettiin kolme rinnakkaista 
näytettä, joiden lisäksi valmistettiin kontrollinäytteiksi yksi näyte ilman kofaktoria ja 
yksi näyte pelkkään inkubaatiopuskuriin. Vain inkubaatiopuskuria sisältävällä näytteellä 
varmistettiin, ettei metaboliittia muodostu näytteissä ilman metaboliaa, esimerkiksi 
kanta-aineen hajoamistuotteena. Kofaktoria sisältämättömällä näytteellä varmistettiin 
metabolian tapahtuvan CYP-entsyymien välityksellä.  
Reagenssit pipetoitiin esilämmitetylle 96-kuoppalevylle, jonka jälkeen kuoppalevyä esi-
inkuboitiin Thermomixer comfort® -laitteella 37 °C:ssa sekoittaen kierrosnopeudella 
950 rpm noin kymmenen minuutin ajan. Reaktio käynnistettiin tutkittavan yhdisteen 
lisäyksellä, jonka jälkeen jokaisesta kuopasta otettiin välittömästi ensimmäinen 50 µl:n 
näyte. Reaktio lopetettiin saostamalla näyte 50 µl:aan kylmää ACN:ä 1,5 ml:n micronic-
putkessa. Näytteet otettiin vastaavalla tavalla 10, 20, 40 ja 60 minuutin inkuboinnin 
jälkeen. Näytteenoton jälkeen näytteet siirrettiin micronic-putkissa pakkaseen (-70 °C) 
odottamaan analysointia. Esittämällä muodostuneen metaboliitin pitoisuus ajan 
funktiona selvitettiin metaboliitin muodostumisen lineaarisuutta. 
 
7.3.2 Optimointi-inkubaatiot inkubaatiopitoisuuksien määrittämiseksi 
 
Tutkittavia yhdisteitä inkuboitiin kuten edellä, mutta seitsemällä tai kahdeksalla eri 
pitoisuudella metaboliareitin entsyymikinetiikan tutkimiseksi. Inkubaatio-olosuhteet 
tutkittaville yhdisteille on esitetty taulukossa 16. Näytetilavuus oli 100 µl, joka 
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saostettiin 100 µl:aan kylmää ACN:ä. Metaboliittien muodostumisnopeudet 
inkubaatioissa laskettiin yhtälöllä 
 
                                Muodostumisnopeus  = 𝐶𝑚
𝑡𝑖𝑛𝑘 × 𝐶𝑝
                                               (1) 
 
jossa Cm on muodostuneen metaboliitin pitoisuus (µM = nmol/ml), tink on 
inkubaatioaika (min) ja Cp on inkubaation mikrosomaalinen proteiinipitoisuus (mg/ml). 
Michaelis-Menten-kinetiikan mukaiset parametrit Km ja Vmax laskettiin tuloksista 
GraphPad Prism 5.02 -ohjelmistolla (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).  
 
Taulukko 16. Olosuhteet inkubaatiopitoisuuksien määrittämiseksi suoritetuissa 
optimointi-inkubaatioissa. SME=S-mefenytoiini, OME=omepratsoli, DEX= 
dekstrometorfaani ja BUF=bufuraloli. 




1; 2; 3; 4; 
5; 7; 10 
0,5; 1; 2; 3; 
5; 7; 10 
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0,2; 0,5; 1; 
3; 5; 10; 15 
1; 3; 5; 10; 





0 ja 60 
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0 ja 30 
 
0 ja 60 
 



























           
7.3.3 Inkubaatiot genotyypatuilla mikrosomeilla 
 
Substraattien inkubaatioissa käytettiin CYP2C19- tai CYP2D6-genotyypiltään eroavilta 
yksilöiltä peräisin olevia mikrosomeja (taulukko 12). Tutkittavia yhdisteitä inkuboitiin 
kuten edellä erikseen kunkin genotyypin ja kunkin erän mikrosomien kanssa, kahdella 
eri pitoisuudella. Inkubaatio-olosuhteet tutkittaville yhdisteille on esitetty taulukossa 17. 
Näytetilavuus oli 100 µl, joka saostettiin 100 µl:aan kylmää ACN:ä. Metaboliittien 
muodostumisnopeudet inkubaatioissa laskettiin yhtälöllä 1.  
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Taulukko 17. Olosuhteet genotyypatuilla mikrosomeilla suoritetuissa inkubaatioissa. 
SME=S-mefenytoiini, OME=omepratsoli, DEX=dekstrometorfaani ja BUF=bufuraloli. 
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7.3.4 CYP3A4-inhiboidut inkubaatiot  
 
Jotta CYP3A4-aktiivisuus ei vaikuttaisi CYP2C19-genotyypatuilla mikrosomeilla 
havaittuihin tuloksiin, inkuboitiin S-mefenytoiinia, omepratsolia ja Y1:tä uudelleen 
osan mikrosomieristä kanssa käyttäen CYP3A4-inhibiittorina ketokonatsolia. 
Ketokonatsoli on viranomaisten CYP3A4:lle suosittelema selektiivinen in vitro -
inhibiittori (Table of Substrates, Inhibitors and Inducers, FDA 2016). Ketokonatsolin 
kantaliuos ja välilaimennos valmistettiin ACN:iin. Välilaimennos yhdistettiin 1:1 
tutkittavan yhdisteen välilaimennoksen kanssa ennen reaktion käynnistämistä. 
Ketokonatsolin pitoisuus inkubaatioissa oli 0,5 µM, joka oli aikaisemmin laboratoriossa 
todettu riittäväksi pitoisuudeksi. CYP3A4-inhiboiduissa inkubaatioissa käytettiin 
mikrosomeja kahdelta genotyypin CYP2C19*1/*1 yksilöltä, kahdelta genotyypin 
CYP2C19*1/*17 yksilöltä ja kolmelta genotyypin CYP2C19*17/*17 yksilöltä. 
Inkubaatioissa käytettiin samoja olosuhteita kuin aiemmissa inkubaatioissa 
genotyypatuilla mikrosomeilla (taulukko 17) ja metaboliittien muodostumisnopeudet 
laskettiin yhtälöllä 1. Tutkimusnäytteistä valmistettiin CYP3A4-inhiboiduissa 




7.4 UPLC-MS/MS -menetelmien validointi 
 
UPLC-menetelmien toimivuus yhdessä MS/MS -menetelmien kanssa tarkastettiin ennen 
ensimmäisten näytteiden analysointia. Lähes samanaikaisesti retentoituvien analyyttien 
analyysien häiriintymättömyys toisistaan varmistettiin. 
Standardisuorien muodostamiseen käytettiin kvadraattista sovitusta ja suorat 
muodostettiin niin, että niihin sisältyi aina vähintään kuusi pistettä, jotka asettuivat 
suoralle tarkkuudella 70–130 % ja kattoivat näytteissä havaittujen metaboliittien 
pitoisuusalueen. Standardisuorien muodostamisessa pyrittiin myös LV-näytteiden 
asettumiseen suoralle tarkkuudella 70–130 % ja suurimmassa osassa analyyseja LV-
näytteille määritetyt pitoisuudet asettuivat pääosin tälle välille. Missään analyysissa 
kaikki LV-näytteet eivät merkittävästi tai systemaattisesti poikenneet sallitulta 
vaihteluväliltä. Blank-näytteissä ei havaittu vasteita metaboliittien SRM-kanavilla, joten 
näytematriisista ei oleteta aiheutuneen virhettä metaboliittien pitoisuuden 
määrityksessä. 
Määritysalarajana (lower limit of quantification, LLOQ) inkubaatiossa toimi pienin 
standardisuoran pitoisuus, joka analyysissa asettui suoralle tarkkuudella 70–130 % 
(taulukko 18).  
 
Taulukko 18. Määritysalarajat metaboliittien muodostumiselle inkubaatioissa. 













4-OH-mefenytoiini 0,02 0,02 0,01 0,01 
5-OH-omepratsoli 0,02 0,05 0,02 0,02 
M1  0,02 0,01 0,0025 0,005 
M2 0,02 0,01 0,001 0,005 
Dekstrorfaani  0,02 0,01 0,01 - 







7.5 Datan käsittely ja tilastollinen analyysi 
 
Metaboliitin muodostumisesta kahdessa rinnakkaisessa tutkimusnäytteessä määritettiin 
keskiarvo ja kolmessa rinnakkaisessa tutkimusnäytteessä keskiarvo ja keskihajonta.  
Inkubaatiopitoisuuksien määrittämiseksi suoritettujen optimointi-inkubaatioiden 
kohdalla analyysista poissuljettavat tutkimusnäytteet määritettiin GraphPad Prism 5.02 -
ohjelmiston automaattisella poikkeavien havaintojen poissulkutoiminnolla. Muiden 
inkubaatioiden kohdalla kolmen rinnakkaisen näytteen tapauksessa tutkimusnäyte 
poissuljettiin analyysista, jos metaboliitin muodostuminen selkeästi (yli 10-kertaisesti) 
poikkesi kahdesta muusta rinnakkaisesta näytteestä. Kahden rinnakkaisen näytteen 
tapauksissa näytteitä ei poissuljettu analyysista.  
Jos metaboliitin muodostuminen kaikissa rinnakkaisissa näytteissä jäi alle LLOQ:n, 
tulosta ei ole esitetty. Jos metaboliitin muodostuminen yhdessä tai kahdessa 
rinnakkaisista näytteistä jäi alle LLOQ:n, on keskiarvon laskemisessa käytetty arvoa 1/2  
x LLOQ näiden näytteiden osalta. 
Saaduista tuloksista ei ole suoritettu tilastollista testausta hyvin pienen toisistaan 
riippumattomien otoksien otoskoon (n=2–8) vuoksi. Otoksesta laskettiin keskiarvo ja 
otoskoon ollessa yli kaksi keskihajonta. 
 
7.6 Korrelaatioanalyysit  
 
Genotyypatuissa mikrosomierissä havaituista muodostumisnopeuksista muodostettiin 
lopuksi korrelaatioanalyyseja S-mefenytoiinin ja omepratsolin, S-mefenytoiinin ja Y1:n 
ja dekstrometorfaanin ja bufuralolin metaboliittien muodostumisen välille. 
Korrelaatioanalyysit muodostettiin esittämällä 5-hydroksiomepratsolin, M1:n tai M2:n 
muodostumisnopeus tietyssä mikrosomierässä 4-hydroksimefenytoiinin 
muodostumisnopeuden funktiona tai esittämällä 1-hydroksibufuralolin 
muodostumisnopeus tietyssä mikrosomierässä dekstrorfaanin muodostumisnopeuden 
funktiona. Korrelaatioanalyysin avulla voitiin päätellä, ovatko metaboliareaktiot 
tapahtuneet saman entsyymin välityksellä: jos pisteet asettuivat suoralle (korkea 
korrelaatio) metaboliittien muodostuminen on tapahtunut saman entsyymin välityksellä: 
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jos pisteet eivät asettuneet suoralle (matala korrelaatio) metaboliittien muodostuminen 





Substraattien metaboliaa genotyypatuissa mikrosomeissa tutkittiin seuraamalla sekä 
metaboliittien muodostumista että kanta-aineiden häviämistä. Vain muodostuneiden 
metaboliittien pitoisuudet kvantifioitiin ST-näytteiden avulla, kanta-aineiden häviämistä 
seurattiin ainoastaan analyysilaitteistolla havaittavan vasteen (piikin pinta-ala) 
muutoksena. Koska metaboloituva määrä oli usein suhteessa hyvin pieni, ja käytetyillä 
analyysimenetelmillä kanta-aineiden aiheuttama vaste hyvin suuri, ei häviämistä 
seuraamalla genotyypattujen mikrosomien aktiivisuudessa pystytty havaitsemaan 
selkeitä eroja. Tulosten epäselvyyttä lisäsi rinnakkaisissa näytteissä esiintynyt suuri 
vaihtelu ja myös kontrollinäytteissä havaittu häviäminen.  Tämän vuoksi dataa kanta-
aineiden häviämisestä ei ole esitetty, vaan kaikki alla olevat tulokset perustuvat 
inkubaatioissa muodostuneiden metaboliittien kvantifiointiin.  
Kaikkien inkubaatioiden yhteydessä valmistetuissa kontrollinäytteissä (yksi pelkkään 
inkubaatiopuskuriin ja yksi ilman kofaktoria) ei muodostunut seurattuja metaboliitteja, 
jolloin voidaan olettaa metaboliittien muodostumisen tapahtuneen kokonaan CYP-
välitteisen metabolian kautta. Myöskään inkubaation aloitushetkellä otetuissa näytteissä 
(0 min näytteet) ei havaittu merkittäviä määriä metaboliitteja, eli kanta-aineet eivät 
sisältäneet epäpuhtauksina suuria määriä metaboliitteja. 
Inkubaatioissa pyrittiin säilyttämään sink-olosuhteet, eli muodostuneen metaboliitin 
pitoisuus ei saanut ylittää 10 % kanta-aineen pitoisuudesta. Ensimmäisten optimointi-
inkubaatioiden jälkeen valituilla olosuhteilla sink-olosuhteet eivät pääasiassa 






8.1 Optimointi-inkubaatiot näytteenottoajankohtien määrittämiseksi  
 
Varsinaisten, genotyypatuilla mikrosomeilla suoritettujen tutkimusinkubaatioiden 
olosuhteiden optimoimiseksi kaikilla tutkittavilla yhdisteillä suoritettiin ensin 
optimointi-inkubaatiot käyttäen tavallisia, ei-genotyypattuja mikrosomeja. 
Ensimmäisessä optimointi-inkubaatiossa näytteet otettiin viiden eri aikapisteen kohdalla 
metaboliitin muodostumisen lineaarisuuden tutkimiseksi. Tutkittujen yhdisteiden 




Kuva 11. CYP2C19-substraattien metaboliittien muodostuminen yhden tunnin 
inkubaation aikana, kun inkubaatiopitoisuus oli 5 µM. A) 4-OH-mefenytoiinin 
muodostuminen S-mefenytoiinista, B) 5-OH-omepratsolin muodostuminen 
omepratsolista, C) M1:n muodostuminen Y1:stä ja D) M2:n muodostuminen Y1:stä. 
Arvot ovat keskiarvo ± keskihajonta (n=3). -merkit, sininen suora: metaboliitin 
muodostuminen lineaarista; -merkit, oranssi suora: metaboliitin muodostuminen ei 
säily lineaarisena. Sink-olosuhteiden ylittyminen on merkitty punaisella viivalla. 


























































































4-Hydroksimefenytoiinin muodostuminen oli lineaarista 60 minuuttiin asti, eikä sink-
olosuhteita ylitetty (kuva 11A). 5-Hydroksiomepratsolin muodostuminen sen sijaan 
ylitti sink-olosuhteet noin 40 minuutin inkubaation kohdalla, ja metaboliitin 
muodostuminen ei ollut täysin lineaarista 20 minuutin inkubaation jälkeen (kuva 11B). 
M1:n muodostuminen ylitti sink-olosuhteet jo noin 15 minuutin inkubaation jälkeen, 
jolloin sink-olosuhteet ovat hävinneet myös pienempinä määrinä muodostuvan M2:n 
tapauksessa, ja sekä M1:n että M2:n muodostuminen oli lineaarista korkeintaan vain 
noin 20 minuuttiin asti (kuvat 11C ja 11D). Ensimmäisten optimointi-inkubaatioiden 
tulosten perusteella S-mefenytoiinin inkubaatioajaksi valittiin 60 minuuttia ja 
omepratsolin inkubaatioajaksi 20 minuuttia seuraavia inkubaatioita varten. Näytteiden 
ottamisen helpottamiseksi Y1:n inkubaatioaikaa ei haluttu laskea alle 20 minuuttiin, 
jolloin sink-olosuhteiden säilyttämiseksi inkubaation mikrosomaalinen 
proteiinipitoisuus laskettiin seuraavissa inkubaatioissa 0,3 mg/ml:ssa 0,1 mg/ml:ssa. 
Jotta myös pienempinä määrinä muodostuva M2 havaittaisiin, Y1:n inkubaatioajaksi 
valittiin 30 minuuttia.  
 
 
Kuva 12. CYP2D6-substraattien metaboliittien muodostuminen yhden tunnin 
inkubaation aikana, kun inkubaatiopitoisuus oli 3 µM (dekstrometorfaani) tai 5 µM 
(bufuraloli). A) Dekstrorfaanin muodostuminen dekstrometorfaanista ja B) 1-OH-
bufuralolin muodostuminen bufuralolista. Arvot ovat keskiarvo ± keskihajonta (n=3). 
Sink-olosuhteiden ylittyminen on merkitty punaisella viivalla. 
Sekä dekstrorfaanin että 1-hydroksibufuralolin muodostuminen oli lineaarista 60 
minuuttiin asti, eikä sink-olosuhteita ylitetty (kuva 12). Dekstrometorfaanin ja 











































Genotyypatuilla mikrosomeilla suoritettavia inkubaatioita varten 
näytteenottoajankohdaksi valittiin lisäksi 20 minuuttia sen varalta, että UM-genotyypin 
mikrosomeilla sink-olosuhteet menetetään ennen 60 minuuttia.  
 
8.2 Optimointi-inkubaatiot inkubaatiopitoisuuksien määrittämiseksi 
 
Toisessa optimointi-inkubaatiossa tutkittavaa yhdistettä inkuboitiin useilla eri 
pitoisuuksilla metaboliareitin entsyymikinetiikan tutkimiseksi. Kuvissa 13 ja 14 on 
esitetty CYP2C19- ja CYP2D6-substraattien metaboliittien muodostumisnopeus kanta-
aineen pitoisuuden funktiona eli metaboliareittien Michaelis-Menten-kuvaajat. 
 
S-mefenytoiinia

















































































































































































Kuva 13. Michaelis-Menten-kuvaajat A) 4-OH-mefenytoiinin muodostumiselle S-
mefenytoiinista, B) 5-OH-omepratsolin muodostumiselle omepratsolista, C) M1:n 
muodostumiselle Y1:stä ja D) M2:n muodostumiselle Y1:stä. MSP=mikrosomaalinen 
proteiini. Arvot ovat keskiarvo ± keskihajonta (n=3).  
ametaboliitin muodostuminen pitoisuudella 1 µM kahdessa määrityksessä <LLOQ  
bpitoisuudella 4 µM n=2 
cmetaboliitin muodostuminen pitoisuudella 1 µM kahdessa määrityksessä ja 


































































































Kuva 14. Michaelis-Menten-kuvaajat A) dekstrorfaanin muodostumiselle 
dekstrometorfaanista ja B) 1-OH-bufuralolin muodostumiselle bufuralolista. 
MSP=mikrosomaalinen proteiini. Arvot ovat keskiarvo ± keskihajonta (n=3). 
a   = analyysista pois jätetty poikkeava havainto 
 
Substraattien seuratuille metaboliareiteille pyrittiin määrittämään Michaelis-Menten-
kinetiikan mukaiset parametrit: metaboliitin muodostumisen maksiminopeus (Vmax) ja 
Michaelis-Mentenin vakio (Km). 4-Hydroksimefenytoiinin muodostuminen S-
mefenytoiinista (kuva 13A) ja M1:n tai M2:n muodostuminen Y1:stä (kuvat 13C ja 
13D) eivät käytetyillä kanta-aineiden inkubaatiopitoisuuksilla saturoituneet, jolloin 
Vmax- ja Km-arvoja kyseisille reaktioille ei pystytty tarkasti määrittämään. Omepratsolin 
(kuva 13B), dekstrometorfaanin (kuva 14A) ja bufuralolin (kuva 14B) metaboliittien 
muodostuminen alkoi saturoitua, jolloin Vmax- ja Km-arvot seuratuille 
metaboliareaktioille saatiin käytetyillä olosuhteilla määritettyä. Määritetyt arvot ja 
kirjallisuudesta kaupallisten yhdisteiden reaktioille löytyvät Km-arvot on esitetty 
taulukossa 19. Kirjallisuudesta S-mefenytoiinin reaktiolle löytyvät Km-arvot tukevat 
Km-arvon sijoittumista käytettyjä inkubaatiopitoisuuksia korkeammalle. Bufuralolin 
osalta määritetty Km-arvo vastaa erittäin hyvin kirjallisuudessa esitettyjä arvoja, 
dekstrometorfaanille määritetyn arvon ollessa kirjallisuudessa esitettyihin arvoihin 
nähden korkeahko ja omepratsolille määritetyn arvon ollessa selvästi kirjallisuudessa 
esitettyjä alhaisempi.  
Tutkittavien yhdisteiden pitoisuuksiksi genotyypatuilla mikrosomeilla suoritettaviin 
inkubaatioihin haluttiin valita yksi varmasti Km-arvon alapuolelta oleva pitoisuus, 
jolloin substraatin selektiivisyyden seurattavaa metaboliareittiä kohtaan voidaan olettaa 
olevan korkea. Toinen inkubaatiopitoisuus valittiin selvästi korkeammaksi, olettaen sen 
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olevan lähempänä Vmax-arvon saavuttavaa pitoisuutta. Valitut inkubaatiopitoisuudet on 
esitetty taulukossa 19. 
 
Taulukko 19. Tutkituille metaboliareaktioille määritetyt metaboliitin muodostumisen 
maksiminopeudet (Vmax) ja Michaelis-Mentenin vakiot (Km), kaupallisten yhdisteiden 
reaktioille kirjallisuudesta löytyvät Km-arvot ja tutkittaville yhdisteille valitut 
inkubaatiopitoisuudet. SME=S-mefenytoiini, OME=omepratsoli, 
DEX=dekstrometorfaani, BUF=bufuraloli, MSP=mikrosomaalinen proteiini. 
Parametri SME Y1 OME DEX BUF 
Määritetty Vmax 
(pmol/min/mg MSP) 
(95 % luottamusväli) 






Määritetty Km (µM) 
(95 % luottamusväli) 







Km (µM)  













1 1 0,5 5 5 
Valittu korkeampi 
inkubaatiopitoisuus (µM) 
100 30 30 50 50 
 
Sekä omepratsolin että Y1:n tiedetään olevan CYP2C19-inhibiittoreita ja 
inhibitiovaikutuksen minimoimiseksi alemmat inkubaatiopitoisuudet pyrittiin 
valitsemaan hyvin alhaisiksi. Ihmisen maksan mikrosomeissa puolet CYP2C19-
aktiivisuudesta on määritetty inhiboituneen omepratsolin pitoisuuksilla (IC50) 6,9 ± 0,7 
µM, 7,4 ± 1,1 µM ja 8,4 ± 0,6 µM (Ogilvie ym. 2011; Zvyaga ym. 2012; Shirasaka ym. 
2013), eli inkubaatiopitoisuudella 0,5 µM inhibitiovaikutuksen ei pitäisi olla 
merkittävän suuri. Omepratsolin on todettu olevan myös metaboliasta riippuvainen 
CYP2C19-inhibiittori, eli myös muodostuvat metaboliitit inhiboivat CYP2C19:ää. Jos 
myös metaboliasta riippuvainen inhibitio otetaan huomioon (esi-inkubaatio, jossa 
metaboliitteja ehtii muodostua) omepratsolin IC50-arvo on määritetty matalammaksi, 
esim. 1,7 ± 0,0 µM ja 3,0 ± 0,2 µM (Ogilvie ym. 2011; Zvyaga ym. 2012). Metaboliasta 
riippuvan inhibition ei pitäisi tässä tapauksessa olla lyhyestä inkubaatioajasta (20 min) 
johtuen merkittävää. Y1:n CYP2C19-inhibitiovakioksi (Ki) on aikaisemmin määritetty 
0,6 µM. Inhibitiota voidaan siis olettaa tapahtuvan jo inkubaatiopitoisuudella 1 µM. 




8.3 Inkubaatiot genotyypatuilla mikrosomeilla 
 
S-mefenytoiinia, omepratsolia ja Y1:tä inkuboitiin optimoiduissa olosuhteissa eri 
CYP2C19-genotyyppejä edustaneiden mikrosomien kanssa. CYP2C19-substraattien 
metaboliittien muodostumisnopeudet genotyypatuissa mikrosomierissä on esitetty 
kuvissa 15–18. Dekstrometorfaania ja bufuralolia inkuboitiin vastaavasti optimoiduissa 
olosuhteissa eri CYP2D6-genotyyppejä edustaneiden mikrosomien kanssa. 
Metaboliittien muodostumisnopeuksien laskemisessa käytettiin 20 minuutin inkubaation 
jälkeen havaittuja pitoisuuksia, koska sink-olosuhteet olivat molempien metaboliittien 
tapauksessa metaboliittia nopeimmin muodostaneiden mikrosomierien kohdalla 
merkittävästi ylittyneet 60 minuuttiin mennessä. CYP2D6-substraattien metaboliittien 




Molemmilla inkubaatiopitoisuuksilla alhaisimmat metaboliitin muodostumisnopeudet 
havaittiin erissä PM, EM2, hetUM1, homUM1 ja homUM2 (kuva 15). Nopeinta 
metaboliitin muodostuminen oli erissä IM, hetUM3 ja homUM3. Havainnot vastasivat 
hyvin toimittajien mikrosomierille 4-hydroksimefenytoiinin muodostumisen perusteella 





Kuva 15. 4-OH-mefenytoiinin muodostumisnopeus CYP2C19-genotyypatuissa ihmisen 
maksan mikrosomeissa S-mefenytoiinin A) pienellä ja B) suurella 
inkubaatiopitoisuudella. Mikrosomierä on nimetty ja muodostumisnopeutta kuvaava 
pylväs merkitty erän genotyypin teoreettisen fenotyypin mukaan (taulukko 12):  PM, 
 IM,  EM,  hetUM tai  homUM=hidas, keskinopea, nopea, heterotsygootti tai 
homotsygootti ultranopea metaboloija. MSP=mikrosomaalinen proteiini. Arvot ovat 
keskiarvo ± keskihajonta (n=3). 
ametaboliitin muodostuminen kaikissa kolmessa määrityksessä <LLOQ  





Alhaisemmalla inkubaatiopitoisuudella metaboliitin muodostumista havaittiin vain 
kolmessa mikrosomierässä (kuva 16A). Metaboliitin muodostuminen oli nopeinta erissä 





































































































Suuremmalla inkubaatiopitoisuudella metaboliitin muodostuminen oli hitainta erissä 
PM ja hetUM1 (kuva 16B). Korkeimmat metaboliitin muodostumisnopeudet havaittiin 
erissä IM, homUM1, homUM2 ja homUM3. 5-Hydroksiomepratsolin 
muodostumisnopeuksien keskiarvo homUM-erissä oli 76 ± 3,1 pmol/min/mg MSP 
(n=3) ja muissa erissä 34 ± 19 pmol/min/mg MSP (n=8) (ilman IM-erää 27 ± 6,9 




Kuva 16. 5-OH-omepratsolin muodostumisnopeus CYP2C19-genotyypatuissa ihmisen 
maksan mikrosomeissa omepratsolin A) pienellä ja B) suurella inkubaatiopitoisuudella.  
Mikrosomierä on nimetty ja muodostumisnopeutta kuvaava pylväs merkitty erän 
genotyypin teoreettisen fenotyypin mukaan (taulukko 12):   PM,  IM,  EM,  
hetUM tai  homUM=hidas, keskinopea, nopea, heterotsygootti tai homotsygootti 
ultranopea metaboloija. MSP=mikrosomaalinen proteiini. Arvot ovat keskiarvo ± 
keskihajonta (n=3). 












































































































Pienemmällä inkubaatiopitoisuudella M1:n muodostuminen oli hitainta erissä PM ja 
hetUM1 ja nopeinta erissä IM, homUM1, homUM2 ja homUM3 (kuva 17A). M1:n 
muodostumisnopeuksien keskiarvo homUM-erissä oli 13 ± 3,8 pmol/min/mg MSP 
(n=3) ja muissa erissä 7,4 ± 5,9 pmol/min/mg MSP (n=8) (ilman IM-erää 5,2 ± 1,8 
pmol/min/mg MSP (n=7)). Alhaisimmat M2:n muodostumisnopeudet havaittiin erissä 
PM, EM2 ja hetUM1 ja korkeimmat muodostumisnopeudet erissä IM, hetUM3 ja 




Kuva 17. M1:n muodostumisnopeus CYP2C19-genotyypatuissa ihmisen maksan 
mikrosomeissa Y1:n A) pienellä ja B) suurella inkubaatiopitoisuudella. Mikrosomierä 
on nimetty ja muodostumisnopeutta kuvaava pylväs merkitty erän genotyypin 
teoreettisen fenotyypin mukaan (taulukko 12):  PM,  IM,  EM,  hetUM tai  
homUM=hidas, keskinopea, nopea, heterotsygootti tai homotsygootti ultranopea 




















































































Kuva 18. M2:n muodostumisnopeus CYP2C19-genotyypatuissa ihmisen maksan 
mikrosomeissa Y1:n A) pienellä ja B) suurella inkubaatiopitoisuudella. Mikrosomierä 
on nimetty ja muodostumisnopeutta kuvaava pylväs merkitty erän genotyypin 
teoreettisen fenotyypin mukaan (taulukko 12):  PM,  IM,  EM,  hetUM tai  
homUM=hidas, keskinopea, nopea, heterotsygootti tai homotsygootti ultranopea 
metaboloija. MSP=mikrosomaalinen proteiini. Arvot ovat keskiarvo ± keskihajonta 
(n=3). 
ametaboliitin muodostuminen kaikissa kolmessa määrityksessä <LLOQ  
bmetaboliitin muodostuminen yhdessä määrityksessä <LLOQ 
cn=2 
 
Korkeammalla inkubaatiopitoisuudella molempien metaboliittien muodostuminen oli 
hitainta erissä PM, EM3, hetUM1, hetUM2 ja hetUM3 ja nopeinta erissä IM, homUM1, 
homUM2 ja homUM3 (kuvat 17B ja 18B). M1:n ja M2:n muodostumisnopeuksien 
keskiarvot homUM-erissä olivat 310 ± 62 ja 35 ± 11 pmol/min/mg MSP (n=3) ja 
muissa erissä 160 ± 110 ja 16 ± 11 pmol/min/mg MSP (n=8), vastaavasti (ilman IM-




















































































Molemmilla inkubaatiopitoisuuksilla metaboliitin muodostuminen oli hitainta PM-
erissä ja nopeinta EM-/UM-erissä (kuva 19). 
 
 
Kuva 19. Dekstrorfaanin muodostumisnopeus CYP2D6-genotyypatuissa ihmisen 
maksan mikrosomeissa dekstrometorfaanin A) pienellä ja B) suurella 
inkubaatiopitoisuudella. Mikrosomierä on nimetty ja muodostumisnopeutta kuvaava 
pylväs merkitty erän genotyypin teoreettisen fenotyypin mukaan (taulukko 12):  PM, 
 IM,  EM tai UM=hidas, keskinopea, nopea tai ultranopea metaboloija. 
MSP=mikrosomaalinen proteiini. Arvot ovat keskiarvo ± keskihajonta (n=3). 
ametaboliitin muodostuminen kaikissa kolmessa määrityksessä <LLOQ  
 
Matalammalla inkubaatiopitoisuudella dekstrorfaanin muodostumisnopeuksien 
keskiarvot EM-/UM-erissä, IM-erissä ja PM-erissä olivat 70 ± 33 (n=4), 15 (n=2) ja alle 
1,7 (LLOQ) (n=3) pmol/min/mg MSP, vastaavasti. Korkeammalla 
































































































(n=4), 57 (n=2) ja 12 ± 7,9 (n=3) pmol/min/mg MSP (PM1-erän osalta keskiarvon 
laskennassa käytetty muodostumisnopeutta 1/2×LLOQ). Havainnot vastaavat hyvin 
toimittajan mikrosomierille dekstrorfaanin muodostumisen perusteella ilmoittamia 




Molemmilla inkubaatiopitoisuuksilla metaboliitin muodostuminen oli hitainta PM-




Kuva 20. 1-OH-bufuralolin muodostumisnopeus CYP2D6-genotyypatuissa ihmisen 
maksan mikrosomeissa bufuralolin A) pienellä ja B) suurella inkubaatiopitoisuudella. 
Mikrosomierä on nimetty ja muodostumisnopeutta kuvaava pylväs merkitty erän 
genotyypin teoreettisen fenotyypin mukaan (taulukko 12):  PM,  IM,  EM tai 
UM=hidas, keskinopea, nopea tai ultranopea metaboloija. MSP=mikrosomaalinen 
proteiini. Arvot ovat keskiarvo ± keskihajonta (n=3). 































































































Matalammalla inkubaatiopitoisuudella 1-hydroksibufuralolin muodostumisnopeuksien 
keskiarvot EM-/UM-erissä, IM-erissä ja PM-erissä olivat 62 ± 29 (n=4), 15 (n=2) ja 1,3 
± 0,69 (n=3) pmol/min/mg MSP, vastaavasti (PM1- ja PM2-erien osalta keskiarvon 
laskennassa käytetty muodostumisnopeutta 1/2×LLOQ). Korkeammalla 
inkubaatiopitoisuudella muodostumisnopeuksien keskiarvot olivat vastaavasti 150 ± 66 
(n=4), 45 (n=2) ja 14 ± 7,6 (n=3) pmol/min/mg MSP.   
 
8.4 CYP3A4-inhiboidut inkubaatiot  
 
Kuvassa 21 on esitetty CYP2C19-genotyypatut mikrosomierät järjestettynä 
yhdistekohtaisesti havaitun metaboliitin muodostumisnopeuden mukaan. Mikrosomierä 
on kuvassa väritetty sen mukaan, onko toimittaja ilmoittanut sen CYP3A4-
aktiivisuuden (testosteronin 6β-hydroksylaatio) verrattain korkeaksi vai matalaksi. EM-, 
hetUM- ja homUM-erissä (sama toimittaja, taulukko 12) testosteronipitoisuus on ollut 
aktiivisuusmäärityksissä sama, eikä mahdollisen pitoisuuden vaihtelun oleteta 
aiheuttaneen virhettä luokitteluun myöskään PM- ja IM-erien kohdalla. 
Tarkasteltaessa mikrosomieriä kuvassa 21 havaitaan, että omepratsolin ja Y1:n suurilla 
inkubaatiopitoisuuksilla 5-hydroksiomepratsolin ja M2:n muodostuminen ja Y1:n 
molemmilla inkubaatiopitoisuuksilla M1:n muodostuminen oli nopeinta niissä 
mikrosomierissä, joissa CYP3A4-aktiivisuus oli korkea. Koska myös CYP3A4 
osallistuu 5-hydroksiomepratsolin muodostumiseen erityisesti suuremmilla 
omepratsolipitoisuuksilla (Yamazaki ym. 1997), ja CYP3A4:n tiedetään osallistuvan 
myös M1:n ja M2:n muodostumiseen, heräsi kuvan 21 mukaisesti esitetyistä tuloksista 
epäilys mikrosomierien CYP3A4-aktiivisuuden vaikutuksesta näiden metaboliittien 
kohdalla havaittuihin tuloksiin. 
Jotta tulokset kuvastaisivat selkeämmin ainoastaan CYP2C19-välitteistä metaboliaa, 
inkuboitiin CYP2C19-substraatteja uudelleen käyttäen inkubaatioissa CYP3A4-
inhibiittorina ketokonatsolia. Inhiboitaviin inkubaatioihin valittiin vain osa 
mikrosomieristä niin, että erityisesti homUM-erissä havaittujen korkeiden 5-
hydroksiomepratsolin, M1:n ja M2:n muodostumisnopeuksien riippuvuus CYP2C19-
genotyypistä selviäisi. CYP2C19-substraattien metaboliittien muodostumisnopeudet 
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Kuva 21. CYP2C19-genotyypatut mikrosomierät järjestettynä yhdistekohtaisesti 
havaitun metaboliitin muodostumisnopeuden mukaan. Mikrosomierä on nimetty erän 
genotyypin teoreettisen fenotyypin mukaan (taulukko 12): PM, IM, EM, hetUM tai 
homUM=hidas, keskinopea, nopea, heterotsygootti tai homotsygootti ultranopea 
metaboloija. Erä, jossa havaittu muodostumisnopeus oli pienin, on vasemmalla, ja erä, 
jossa havaittu muodostumisnopeus oli suurin, on oikealla. Vihreä, lihavoitu=erässä 
korkea toimittajan ilmoittama CYP3A4-aktiivisuus (> 1000 pmol/min/mg 
mikrosomaalista proteiinia); punainen, ei lihavoitu=erässä matala toimittajan ilmoittama 
CYP3A4-aktiivisuus (< 1000 pmol/min/mg mikrosomaalista proteiinia). 




Kuvasta 22 nähdään, että CYP3A4-inhibitio ei hidastanut metaboliitin muodostumista. 
Suhteessa toisiinsa eri mikrosomierissä havaitut 4-hydroksimefenytoiinin 
































Kuva 22. 4-OH-mefenytoiinin muodostumisnopeus CYP2C19-genotyypatuissa ihmisen 
maksan mikrosomeissa ilman inhibitiota (yksiväriset pylväät) ja CYP3A4-inhiboiduissa 
inkubaatioissa (raidoitetut pylväät) S-mefenytoiinin A) pienellä ja B) suurella 
inkubaatiopitoisuudella. Mikrosomierä on nimetty ja muodostumisnopeutta kuvaava 
pylväs väritetty erän genotyypin teoreettisen fenotyypin mukaan (taulukko 12): 
EM=nopea metaboloija (punainen), hetUM tai homUM=heterotsygootti (vihreä) tai 
homotsygootti (sininen) ultranopea metaboloija. MSP=mikrosomaalinen proteiini. 
Ilman inhibitiota arvot ovat keskiarvo ± keskihajonta (n=3) ja CYP3A4-inhibitiolla 
keskiarvo (n=2). 
ametaboliitin muodostuminen ilman inhibitiota yhdessä määrityksessä <LLOQ  
bmetaboliitin muodostuminen kaikissa määrityksissä <LLOQ  




Pienemmällä inkubaatiopitoisuudella metaboliitin muodostumista havaittiin vain 
yhdessä mikrosomierässä (kuva 23A). Hyvin rajallisten tulosten perusteella ei voida 













































































































Kuva 23. 5-OH-omepratsolin muodostumisnopeus CYP2C19-genotyypatuissa ihmisen 
maksan mikrosomeissa ilman inhibitiota (yksiväriset pylväät) ja CYP3A4-inhiboiduissa 
inkubaatioissa (raidoitetut pylväät) omepratsolin A) pienellä ja B) suurella 
inkubaatiopitoisuudella. Mikrosomierä on nimetty ja muodostumisnopeutta kuvaava 
pylväs väritetty erän genotyypin teoreettisen fenotyypin mukaan (taulukko 12): 
EM=nopea metaboloija (punainen), hetUM tai homUM=heterotsygootti (vihreä) tai 
homotsygootti (sininen) ultranopea metaboloija. MSP=mikrosomaalinen proteiini. 
Ilman inhibitiota arvot ovat keskiarvo ± keskihajonta (n=3) ja CYP3A4-inhibitiolla 
keskiarvo (n=2). 
ametaboliitin muodostuminen kaikissa määrityksissä <LLOQ  
bmetaboliitin muodostuminen CYP3A4-inhibitiolla molemmissa määrityksissä <LLOQ  
 
Korkeammalla inkubaatiopitoisuudella CYP3A4-inhibitio laski metaboliitin 
muodostumisnopeutta huomattavasti jokaisessa inkuboidussa mikrosomierässä 
(taulukko 20). Erässä homUM1 havaittiin vain hiukan muita eriä nopeampaa 
metaboliitin muodostumista ja erässä homUM2 muodostuminen oli hitaampaa kuin 






































































































[Omepratsoli] 30 µMB 
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keskiarvo homUM-erissä oli 32 ± 15 pmol/min/mg MSP (n=3) ja muissa erissä 20 ± 4 
pmol/min/mg MSP (n=4). 
 
Taulukko 20. CYP3A4-inhibiittorin vaikutus 5-OH-omepratsolin muodostumiseen 
CYP2C19-genotyypatuissa ihmisen maksan mikrosomeissa. [Omepratsoli]=30 µM. 
Mikrosomierä CYP3A4-inhibiittorin vaikutus 
5-OH-omepratsolin muodostumiseen 
EM1 - 47 % 
EM3 - 30 % 
hetUM2 - 40 % 
hetUM3 - 26 % 
homUM1 - 63 % 
homUM2 - 80 % 




Sekä pienellä että suurella inkubaatiopitoisuudella CYP3A4-inhibitio laski M1:n 
muodostumisnopeutta huomattavasti jokaisessa inkuboidussa mikrosomierässä 
(taulukko 21).  
Alhaisemmalla inkubaatiopitoisuudella M2:n muodostumista havaittiin vain kahdessa 
mikrosomierässä (kuva 25A). Molemmissa erissä CYP3A4-inhibitio laski M2:n 
muodostumisnopeutta. Muodostumisnopeuden voidaan todeta laskeneen myös niissä 
kahdessa erässä (hetUM2 ja homUM2), joissa M2:n muodostumista havaittiin ilman 
inhibitiota, inhiboiduissa inkubaatioissa käytetyllä määritysalarajalla. Suurella 
inkubaatiopitoisuudella CYP3A4-inhibitio laski myös M2:n muodostumisnopeutta 









Taulukko 21. CYP3A4-inhibiittorin vaikutus Y1:n metaboliittien muodostumiseen 















[Y1] = 30 µM 
EM1 - 35 % - 61 % - 63 % 
EM3 - 40 % - 56 % - 61 % 
hetUM2 - 36 % - 63 % - 56 % 
hetUM3 - 43 % - 44 % - 36 % 
homUM1 - 61 % - 51 % - 59 % 
homUM2 - 70 % - 68 % - 75 % 
homUM3 - 29 % - 60 % - 63 % 
 
Pienemmällä inkubaatiopitoisuudella erässä homUM2 havaittiin vain hiukan muita eriä 
nopeampaa M1:n muodostumista ja erässä homUM1 havaittiin alhaisempi 
muodostumisnopeus kuin osassa muista eristä (kuva 24A). M1:n 
muodostumisnopeuksien keskiarvo homUM-erissä oli 5,9 ± 1,6 pmol/min/mg MSP 
(n=3) ja muissa erissä 3,8 ± 0,7 pmol/min/mg MSP (n=4). 
Suuremmalla inkubaatiopitoisuudella kaikissa homUM-erissä havaittiin muita eriä 
nopeampaa M1:n ja M2:n muodostumista (kuvat 24B ja 25B). M1:n ja M2:n 
muodostumisnopeuksien keskiarvot homUM-erissä olivat 120 ± 8,8 ja 12 ± 2,2 









Kuva 24. M1:n muodostumisnopeus CYP2C19-genotyypatuissa ihmisen maksan 
mikrosomeissa ilman inhibitiota (yksiväriset pylväät) ja CYP3A4-inhiboiduissa 
inkubaatioissa (raidoitetut pylväät) Y1:n A) pienellä ja B) suurella 
inkubaatiopitoisuudella. Mikrosomierä on nimetty ja muodostumisnopeutta kuvaava 
pylväs väritetty erän genotyypin teoreettisen fenotyypin mukaan (taulukko 12): 
EM=nopea metaboloija (punainen), hetUM tai homUM=heterotsygootti (vihreä) tai 
homotsygootti (sininen) ultranopea metaboloija. MSP=mikrosomaalinen proteiini. 
Ilman inhibitiota arvot ovat keskiarvo ± keskihajonta (n=3) ja CYP3A4-inhibitiolla 
keskiarvo (n=2). 





















































































Kuva 25. M2:n muodostumisnopeus CYP2C19-genotyypatuissa ihmisen maksan 
mikrosomeissa ilman inhibitiota (yksiväriset pylväät) ja CYP3A4-inhiboiduissa 
inkubaatioissa (raidoitetut pylväät) Y1:n A) pienellä ja B) suurella 
inkubaatiopitoisuudella. Mikrosomierä on nimetty ja muodostumisnopeutta kuvaava 
pylväs väritetty erän genotyypin teoreettisen fenotyypin mukaan (taulukko 12): 
EM=nopea metaboloija (punainen), hetUM tai homUM=heterotsygootti (vihreä) tai 
homotsygootti (sininen) ultranopea metaboloija. MSP=mikrosomaalinen proteiini. 
Ilman inhibitiota arvot ovat keskiarvo ± keskihajonta (n=3) ja CYP3A4-inhibitiolla 
keskiarvo (n=2).  
ametaboliitin muodostuminen kaikissa määrityksissä <LLOQ  
bmetaboliitin muodostuminen CYP3A4-inhibitiolla molemmissa määrityksissä <LLOQ  
cilman inhibitiota n=2 
 
8.5 Korrelaatioanalyysit  
 
Genotyypatuissa mikrosomierissä tehdyistä havainnoista muodostettiin 
korrelaatioanalyyseja, joiden avulla voitiin päätellä, ovatko kahden tutkitun yhdisteen 















































































otettu mukaan ne mikrosomierät, joissa metaboliitin muodostumista havaittiin 
molempien yhdisteiden kohdalla. 
Kuvissa 26–29 on tarkasteltu CYP2C19-genotyypatuissa mikrosomierissä havaittujen S-
mefenytoiinin ja omepratsolin tai Y1:n metaboliittien muodostumisnopeuksien välistä 
korrelaatiota. S-mefenytoiinin metabolian 4-hydroksimefenytoiiniksi tiedetään olevan 
näistä reaktioista selektiivisimmin CYP2C19-välitteistä (Wrighton ym.1993; Goldstein 
ym. 1994; Yamazaki ym. 1997). Esittämällä 5-hydroksiomepratsolin, M1:n tai M2:n 
muodostuminen 4-hydroksimefenytoiinin muodostumisen funktiona, voidaan siis 
selvittää mahdollisesti muiden entsyymien kuin CYP2C19:n osallistumista näiden 
metaboliittien muodostumiseen (kappaleet 9.1.2, 9.1.3 ja 9.1.4). Korrelaatioanalyysien 
muodostamisessa on käytetty S-mefenytoiinin pitoisuudella 100 µM suoritetuissa 
inkubaatioissa havaittuja 4-hydroksimefenytoiinin muodostumisnopeuksia, koska 
pienemmällä pitoisuudella metaboliitin muodostuminen jäi suurimmassa osassa 
mikrosomieristä alle määritysalarajan (kuva 15). Koska 4-hydroksimefenytoiinin on 
todettu muodostuvan lähes yksinomaan CYP2C19-välitteisesti (Wrighton ym.1993; 
Goldstein ym. 1994), voidaan olettaa, että S-mefenytoiinin metabolia 4-
hydroksimefenytoiiniksi on yhtä selektiivistä pitoisuudella 100 µM kuin pitoisuudella 1 
µM. Tätä tukee myös S-mefenytoiinin molemmilla inkubaatiopitoisuuksilla havaittujen 
tulosten vastaavuus niiltä osin, kun metaboliitin muodostumista molemmilla 
pitoisuuksilla havaittiin (kuva 15). Tapauksia, joissa metaboliitin muodostumista ei 
havaittu suurimmassa osassa mikrosomieristä (5-hydroksiomepratsolin muodostuminen 
omepratsolin pitoisuudella 0,5 µM (kuva 16A) ja M2:n muodostuminen CYP3A4-
inhiboiduissa inkubaatioissa Y1:n pitoisuudella 1 µM (kuva 25A)) ei ole esitetty 
korrelaatioanalyyseissa. 
Kuvassa 30 on esitetty CYP2D6-genotyypatuissa mikrosomierissä havaittujen 
dekstrometorfaanin ja bufuralolin metaboliittien muodostumisnopeuksien välinen 
korrelaatio. Tässä tapauksessa molempien metaboliittien muodostumisen oletetaan 
olevan hyvin selektiivisesti CYP2D6-välitteistä (Kerry ym. 1994; Yamazaki ym. 1994; 
Schmider ym. 1997; Narimatsu ym. 2003) ja korrelaatioanalyysilla voidaan varmistaa 




Kuva 26. Korrelaatioanalyysi 5-OH-omepratsolin ja 4-OH-mefenytoiinin 
genotyypatuissa ihmisen maksan mikrosomeissa havaitun muodostumisen välillä 
omepratsolin suurella inkubaatiopitoisuudella. Yksittäinen piste kuvaa metaboliittien 
muodostumista yhdessä mikrosomierässä. =ei inhibitiota, =CYP3A4 inhiboitu 





Omepratsolin inkubaatiopitoisuudella 30 µM 5-hydroksiomepratsolin muodostuminen 
genotyypatuissa mikrosomierissä ei korreloinut 4-hydroksimefenytoiinin 
muodostumisen kanssa (kuva 26, R2 = 0,27). Korrelaatio parani, kun CYP3A4 oli 
inhiboitu omepratsolin inkubaatioissa (kuva 26, R2 = 0,76).  
Y1:n inkubaatiopitoisuudella 1 µM (kuva 27A) tai 30 µM (kuva 27B) M1:n 
muodostuminen genotyypatuissa mikrosomierissä ei korreloinut 4-
hydroksimefenytoiinin muodostumisen kanssa (R2 = 0,26 ja R2 = 0,14, vastaavasti). 
Kuvasta 27A havaitaan, että Y1:n pienellä inkubaatiopitoisuudella M1:n 
muodostuminen korreloi paremmin 4-hydroksimefenytoiinin muodostumisen kanssa, 
kun CYP3A4 oli inhiboitu Y1:n inkubaatioissa (R2 = 0,52). Korrelaatio oli kuitenkin 
edelleen matalahko ja Y1:n suurella inkubaatiopitoisuudella korrelaatiota ei CYP3A4-



































































Kuva 27. Korrelaatioanalyysi M1:n ja 4-OH-mefenytoiinin genotyypatuissa ihmisen 
maksan mikrosomeissa havaitun muodostumisen välillä Y1:n A) pienellä ja B) suurella 
inkubaatiopitoisuudella. Yksittäinen piste kuvaa metaboliittien muodostumista yhdessä 
mikrosomierässä. =ei inhibitiota, =CYP3A4 inhiboitu Y1:n inkubaatioissa. 




Kun Y1:tä inkuboitiin pitoisuudella 1 µM M2:n muodostuminen genotyypatuissa 
mikrosomierissä korreloi hyvin 4-hydroksimefenytoiinin muodostumisen kanssa (kuva 
28, R2 = 0,91). Y1:n inkubaatiopitoisuudella 30 µM M2:n muodostuminen ei 
korreloinut 4-hydroksimefenytoiinin muodostumisen kanssa (kuva 29, R2 = 0,25). 
Korrelaatiota ei havaittu myöskään, kun CYP3A4 oli inhiboitu Y1:n inkubaatioissa 











































































































Kuva 28. Korrelaatioanalyysi M2:n ja 4-OH-mefenytoiinin genotyypatuissa ihmisen 
maksan mikrosomeissa havaitun muodostumisen välillä Y1:n pienellä 
inkubaatiopitoisuudella. Yksittäinen piste kuvaa metaboliittien muodostumista yhdessä 




Kuva 29. Korrelaatioanalyysi M2:n ja 4-OH-mefenytoiinin genotyypatuissa ihmisen 
maksan mikrosomeissa havaitun muodostumisen välillä Y1:n suurella 
inkubaatiopitoisuudella. Yksittäinen piste kuvaa metaboliittien muodostumista yhdessä 
mikrosomierässä. =ei inhibitiota, =CYP3A4 inhiboitu Y1:n inkubaatioissa. 




Eli hyvä korrelaatio 4-hydroksimefenytoiinin muodostumisen kanssa havaittiin M2:lla, 




























































































[S-mefenytoiini] 100 µM vs. [Y1] 30 µM 
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inhiboitiin omepratsolin inkubaatioissa. Kohtalaista korrelaatiota havaittiin myös 
M1:llä, kun Y1:n inkubaatiopitoisuus oli pieni ja CYP3A4 oli inhiboitu Y1:n 
inkubaatioissa. Y1:n suurella inkubaatiopitoisuudella molempien metaboliittien 
muodostumisen korrelaatio 4-hydroksimefenytoiinin kanssa oli huono. 
1-Hydroksibufuralolin ja dekstrorfaanin muodostuminen genotyypatuissa 
mikrosomierissä korreloi hyvin keskenään sekä dekstrometorfaanin ja bufuralolin 5 
µM:n (kuva 30, R2 = 1,00) että 50 µM:n inkubaatiopitoisuuksilla (kuva 30, R2 = 0,98).  
 
 
Kuva 30. Korrelaatioanalyysi 1-OH-bufuralolin ja dekstrorfaanin genotyypatuissa 
ihmisen maksan mikrosomeissa havaitun muodostumisen välillä dekstrometorfaanin ja 
bufuralolin pienillä ( ) ja suurilla ( ) inkubaatiopitoisuuksilla. Yksittäinen piste 
kuvaa metaboliittien muodostumista yhdessä mikrosomierässä. MSP=mikrosomaalinen 





9.1 Inkubaatiot CYP2C19-genotyypatuilla mikrosomeilla 
 
Metaboliitin muodostumisen täydellinen korrelaatio CYP2C19-genotyypin kanssa olisi 
edellyttänyt metaboliitin muodostuvan nopeimmin homUM-erissä, nopeammin hetUM- 
kuin EM-erissä, näitä hitaammin IM-erässä ja hitaimmin PM-erässä. Koska osa 
ensimmäisten inkubaatioiden tuloksista vaikutti olevan riippuvaisia mikrosomierien 




















































vaikutus poistaa tuloksista suorittamalla uudet inkubaatiot CYP3A4-inhibiittorin 
kanssa. Kuten alla on yhdistekohtaisesti käyty läpi, selkeää metabolian korrelaatiota 




4-Hydroksimefenytoiinin muodostumisnopeus CYP2C19-genotyypiltään eroavissa 
mikrosomierissä ei korreloinut genotyypin kanssa (kuva 15). Poikkeuksen voidaan 
katsoa tekevän PM-erän, joka oli ainoa, jossa metaboliitin muodostumista ei havaittu S-
mefenytoiinin pienellä (1 µM) eikä suurella (100 µM) inkubaatiopitoisuudella. PM-
erässä toimivaa CYP2C19-entsyymiä ei tulisi esiintyä lainkaan, joten havaintojen 
voidaan katsoa korreloivan hyvin genotyypin kanssa. 
Vaikka CYP3A4 ei kirjallisuudesta haetun tiedon mukaan osallistu 4-
hydroksimefenytoiinin muodostumiseen S-mefenytoiinista (Wrighton ym. 1993; 
Goldstein ym. 1994), inkuboitiin myös S-mefenytoiinia uudelleen CYP3A4-inhibiittorin 
kanssa ikään kuin kontrolli-inkubaatioina. Koska 4-hydroksimefenytoiinin 
muodostumisnopeudet eivät CYP3A4-inhiboiduissa inkubaatioissa laskeneet (kuva 22) 
voidaan 5-hydroksiomepratsolin, M1:n ja M2:n muodostumisnopeuksissa havaitun 
laskun olettaa varmemmin johtuneen nimenomaan CYP3A4-inhibitiosta, eikä jostakin 
epäspesifisemmästä vaikutuksesta esimerkiksi ketokonatsolin inkubaatioihin 
lisäämiseen tai tahattomasti muuttuneeseen inkubaatiotekniikkaan liittyen. 4-
Hydroksimefenytoiinin muodostumisnopeus ei oletetusti CYP3A4-inhiboiduissa 




Omepratsolin pienellä (0,5 µM) inkubaatiopitoisuudella myöskään 5-
hydroksiomepratsolin muodostuminen CYP2C19-genotyypiltään eroavissa 
mikrosomierissä ei korreloinut genotyypin kanssa (kuva 16A). Kolme mikrosomierää, 
joissa 5-hydroksiomepratsolin muodostumista havaittiin, olivat samat kuin ne, joissa 4-
hydroksimefenytoiinin muodostuminen oli nopeinta (kuvat 15 ja 16A). Erät myös 
järjestäytyivät metaboliitin muodostumisnopeuden suhteen toisiinsa nähden samalla 
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tavalla. Rajallisten havaintojen pohjalta omepratsolin pienellä inkubaatiopitoisuudella 
havaitut tulokset siis muistuttivat S-mefenytoiinilla saatuja tuloksia. 
CYP3A4-inhiboiduissa inkubaatioissa 5-hydroksiomepratsolin muodostumista 
havaittiin ainoastaan yhdessä mikrosomierässä (kuva 23A). Hyvin rajallisten tulosten 
vuoksi CYP3A4:n osallistumisesta 5-hydroksiomepratsolin muodostumiseen ei voida 
esittää päätelmiä. Myöskään 5-hydroksiomepratsolin muodostumisen korrelaatiosta 
CYP2C19-genotyypin kanssa CYP3A4-inhiboiduissa inkubaatioissa ei tulosten puutteen 
vuoksi voida tehdä päätelmiä. Muiden havaintojen perusteella ei kuitenkaan ole syytä 
olettaa korrelaatiota esiintyvän. 
Omepratsolin suurella (30 µM) inkubaatiopitoisuudella havaittiin S-mefenytoiinista 
poikkeava tulos, kun kaikissa kolmessa homUM-erässä havaittiin muita eriä nopeampaa 
5-hydroksiomepratsolin muodostumista yhdessä IM-erän kanssa (kuva 16B). Tässä 
tapauksessa homUM-erissä havaittujen korkeiden metaboliitin muodostumisnopeuksien 
voitiin siis katsoa korreloivan genotyypin kanssa. Korrelaatiota ei kuitenkaan edelleen 
havaittu muiden genotyyppien osalta, lukuun ottamatta PM-erää, jossa 5-
hydroksiomepratsolin muodostumisnopeus oli pienin. 
Koska omepratsolin suurella inkubaatiopitoisuudella 5-hydroksiomepratsolin 
muodostumisnopeus laski CYP3A4-inhibitiosta johtuen huomattavasti kaikissa 
inkuboiduissa mikrosomierissä (taulukko 20), voidaan kuitenkin CYP2C19:n lisäksi 
myös CYP3A4:llä olettaa olleen suuri vaikutus metaboliitin muodostumiseen. 
CYP3A4:n osallistumista metaboliaan CYP2C19:n rinnalla osoitti lisäksi 5-
hydroksiomepratsolin ja 4-hydroksimefenytoiinin muodostumisen välille syntyvä hyvä 
korrelaatio, kun CYP3A4 oli inhiboitu omepratsolin inkubaatioissa (kuva 26). 
CYP3A4-aktiivisuus myös todennäköisesti selittää PM-erässä havaitun metaboliitin 
muodostumisen (kuva 16B). 
Kun omepratsolin inkubaatiopitoisuus 30 µM ylittää CYP2C19-välitteiselle 5-
hydroksiomepratsolin muodostumiselle sekä itse määritetyn (5,6 µM) että 
kirjallisuudessa esitetyn Km-arvon (17–26 µM) (Spaggiari ym. 2014), on 
ymmärrettävää, että myös matalamman affiniteetin metaboliareitin merkitys kasvaa. 
CYP3A4:n voidaan kuitenkin edelleen ajatella osallistuvan 5-hydroksiomepratsolin 
muodostumiseen suhteellisen pienissä määrin, kun sen kautta välittyvän metaboliareitin 
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Km-arvo on määritetty noin 10-kertaiseksi CYP2C19:ään nähden (Yamazaki ym. 1997). 
Toisaalta CYP3A4:n maksan mikrosomeissa keskimäärin paljon CYP2C19:ää 
runsaampi ilmeneminen voi lisäksi vaikuttaa metaboliavastuun jakautumiseen 
entsyymien välillä.   
Kuvassa 31 on suuntaa-antavasti esitetty inhiboituihin inkubaatioihin valittujen 
mikrosomierien toimittajan ilmoittamat CYP3A4-aktiivisuudet (testosteronin 6β-
hydroksylaatio) toimittajan ilmoittamien CYP2C19-aktiivisuuksien (S-mefenytoiinin 4-
hydroksylaatio) funktiona. Tarkasteltaessa CYP3A4-inhibition vaikutusta 5-
hydroksiomepratsolin muodostumiseen (taulukko 20), huomataan mikrosomierien 
välillä suurta vaihtelua ja nopeuden laskeneen eniten erissä homUM2 ja homUM1. 
Näissä erissä CYP2C19-aktiivisuus oli pieni ja CYP3A4-aktiivisuus suuri (kuva 31). 
Sen sijaan erässä homUM3, jossa sekä CYP2C19- että CYP3A4-aktiivisuus olivat 
suuria, CYP3A4-inhibitio ei vaikuttanut yhtä paljon metaboliitin 
muodostumisnopeuteen. Voidaan siis olettaa, että 5-hydroksiomepratsolin 
muodostuminen on tapahtunut ensisijaisesti CYP2C19:n kautta. Pienen CYP2C19-
aktiivisuuden ja suuren CYP3A4-aktiivisuuden vuoksi CYP3A4-aktiivisuuden merkitys 
on kuitenkin korostunut erissä homUM1 ja homUM2. Samanlaisen päätelmän ovat 
esittäneet myös Yamazaki (1997) ja työryhmä, kun ketokonatsoli ja anti-CYP3A4 
vasta-aineet inhiboivat 5-hydroksiomepratsolin muodostumista merkittävästi 
mikrosomeissa, joissa CYP3A4 ilmeni runsaasti ja CYP2C19 vähäisesti, mutta eivät 
mikrosomeissa, joissa CYP3A4 ilmeni vähäisesti ja CYP2C19 runsaasti. 
HomUM-erät eivät CYP3A4-inhiboiduissa inkubaatioissa enää erottuneet korkeammilla 
5-hydroksiomepratsolin muodostumisnopeuksilla muista genotyypeistä (kuva 23B). 
Kahden erän (homUM1 ja homUM2) kohdalla muita eriä huomattavasti korkeampien 
muodostumisnopeuksien voidaan siis hyvin todennäköisesti olettaa johtuneen erien 
korkeista CYP3A4-aktiivisuuksista eikä CYP2C19 homUM -genotyypistä. 5-
hydroksiomepratsolin muodostumisnopeus myöskään omepratsolin suurella 
inkubaatiopitoisuudella ei siis vaikuttanut olevan riippuvainen CYP2C19-genotyypistä, 





Kuva 31. CYP3A4-inhiboituihin inkubaatioihin valittujen mikrosomierien toimittajan 
ilmoittamat CYP3A4-aktiviisuudet toimittajan ilmoittamien CYP2C19-aktiivisuuksien 
funktiona. MSP=mikrosomaalinen proteiini. 
 
9.1.3 Y1: M1 
 
Kolmannen CYP2C19-substraatin, Y1:n osalta seurattiin kahden eri metaboliitin, M1:n 
ja M2:n, muodostumista. Näistä M1:n muodostuminen oli selvästi nopeampaa ja myös 
metaboliittien muodostumisessa CYP2C19-genotyypatuissa mikrosomierissä havaittiin 
eroja.  
Sekä Y1:n pienellä (1 µM) että suurella (30 µM) inkubaatiopitoisuudella kaikissa 
kolmessa homUM-erässä havaittiin muita eriä nopeampaa M1:n muodostumista 
yhdessä IM-erän kanssa (kuva 17). M1:n muodostuminen homUM-erissä vaikutti siis 
korreloivan genotyypin kanssa. Lisäksi matalien muodostumisnopeuksien PM-erässä 
voitiin jälleen katsoa korreloivan genotyypin kanssa. Muiden genotyyppien osalta 
korrelaatiota ei myöskään M1:n tapauksessa havaittu. 
M1:n muodostumisnopeus laski kuitenkin CYP3A4-inhibitiosta johtuen huomattavasti 
kaikissa inkuboiduissa mikrosomierissä Y1:n molemmilla inkubaatiopitoisuuksilla 
(taulukko 21). Suurella inkubaatiopitoisuudella muodostumisnopeus näytti korreloivan 
täydellisesti mikrosomierien CYP3A4-aktiivisuuden kanssa (kuva 21) ja 
muodostumisnopeudet laskivatkin suurella inkubaatiopitoisuudella yleisesti ottaen 
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enemmän. CYP3A4:llä vaikutti siis olleen suuri merkitys M1:n muodostumiseen jo 
pienellä inkubaatiopitoisuudella, ja merkitys kasvoi entisestään inkubaatiopitoisuutta 
nostettaessa. Pienellä inkubaatiopitoisuudella CYP3A4:n osallistumiseen metaboliaan 
CYP2C19:n rinnalla viittasi myös M1:n ja 4-hydroksimefenytoiinin muodostumisen 
korrelaation paraneminen, kun CYP3A4 oli inhiboitu Y1:n inkubaatioissa (kuva 27A). 
Edelleen matalahko korrelaatio ja korrelaation puuttuminen täysin Y1:n suurella 
inkubaatiopitoisuudella (kuva 27B) viittaavat kuitenkin lisäksi yhden tai useamman 
muun CYP-entsyymin osallistuneen M1:n muodostumiseen. CYP3A4:n/muiden CYP-
entsyymien osallistuminen metaboliaan myös todennäköisesti selittää havaitun 
metaboliitin muodostumisen PM-erässä (kuva 17). 
Tarkasteltaessa CYP3A4-inhibition vaikutusta M1:n muodostumiseen Y1:n pienellä 
inkubaatiopitoisuudella (taulukko 21) huomataan mikrosomierien välillä suurta 
vaihtelua ja nopeuden laskeneen eniten erissä homUM2 ja homUM1. Nopeus laski 
huomattavasti vähemmän erässä homUM3. Kuten 5-hydroksiomepratsolin tapauksessa, 
havainnot viittaavat siihen, että M1:n muodostuminen on tapahtunut ensisijaisesti 
CYP2C19:n kautta, mutta CYP3A4-aktiivisuuden merkitys on korostunut erissä 
homUM1 ja homUM2.  Y1:n suurella inkubaatiopitoisuudella taulukosta 21 ei tehdä 
vastaavia havaintoja, jotka viittaisivat M1:n muodostumisen tapahtuneen ensisijaisesti 
CYP2C19:n kautta. Koska muodostumisnopeuksien lasku CYP3A4-inhibitiosta johtuen 
oli suurta, voidaan ennemmin epäillä CYP3A4:n olleen ensisijainen metaboloiva 
entsyymi. Tällöin luonnollisesti homUM-erien korkeilla CYP3A4-aktiivisuuksilla (kuva 
31) on ollut suuri merkitys metaboliitin muodostumiseen.  
Y1:n pienellä inkubaatiopitoisuudella homUM-erät eivät CYP3A4-inhiboiduissa 
inkubaatioissa enää erottuneet korkeammilla M1:n muodostumisnopeuksilla muista 
genotyypeistä (kuva 24A). Kahden erän (homUM1 ja homUM2) kohdalla muita eriä 
korkeampien muodostumisnopeuksien voidaan siis hyvin todennäköisesti olettaa 
johtuneen erien korkeista CYP3A4-aktiivisuuksista eikä CYP2C19 homUM -
genotyypistä. Sen sijaan Y1:n suurella inkubaatiopitoisuudella M1:n muodostuminen oli 
edelleen kaikissa kolmessa homUM-erässä selkeästi muita eriä nopeampaa (kuva 24B), 
eikä korkeiden muodostumisnopeuksien voida siten olettaa olleen seurausta ainoastaan 
erien korkeista CYP3A4-aktiivisuuksista. M1:n muodostumisnopeus Y1:n pienellä 
inkubaatiopitoisuudella ei siis vaikuttanut olevan riippuvainen CYP2C19-genotyypistä 
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(PM-genotyyppiä lukuun ottamatta), mutta Y1:n suurella inkubaatiopitoisuudella M1:n 
muodostumisen riippuvuutta CYP2C19 homUM -genotyypistä ei voida poissulkea. 
 
9.1.4 Y1: M2 
 
Kun Y1:tä inkuboitiin pienellä pitoisuudella, M2:n muodostumisnopeus ei korreloinut 
CYP2C19-genotyypin kanssa, lukuun ottamatta PM-erää, jossa muodostumista ei 
havaittu (kuva 18A). Inkuboitaessa Y1:tä suurella pitoisuudella havaittiin kaikissa 
kolmessa homUM-erässä muita eriä nopeampaa M2:n muodostumista yhdessä IM-erän 
kanssa (kuva 18B). Myös M2:n muodostuminen homUM-erissä vaikutti siis korreloivan 
genotyypin kanssa. Kuten edellä, muista genotyypeistä kuitenkin ainoastaan PM-erässä 
havaitun hitaimman M2:n muodostumisen voitiin katsoa korreloivan genotyypin kanssa. 
Y1:n pienellä inkubaatiopitoisuudella M2:n ja 4-hydroksimefenytoiinin muodostumisen 
korkea korrelaatio (kuva 28) viittaa M2:n muodostuneen hyvin selektiivisesti 
CYP2C19-välitteisesti, eikä CYP3A4-aktiivisuuden kuvan 21 perusteella tässä 
tapauksessa oletettu huomattavasti vaikuttaneen havaittuihin tuloksiin. 
Muodostumisnopeuksissa havaittiin kuitenkin CYP3A4-inhibitiosta johtuen laskua 
(kuva 25A), eli myös CYP3A4 on todennäköisesti osallistunut ainakin jossain määrin 
M2:n muodostumiseen. Rajallisten havaintojen perusteella M2:n muodostumisnopeus ei 
oletetusti vaikuttanut korreloivan CYP2C19-genotyypin kanssa myöskään CYP3A4-
inhiboiduissa inkubaatioissa. 
Y1:n suurella inkubaatiopitoisuudella M2:n muodostumisnopeus näytti korreloivan 
täydellisesti mikrosomierien CYP3A4-aktiivisuuden kanssa (kuva 21). 
Muodostumisnopeus laskikin CYP3A4-inhibitiosta johtuen huomattavasti kaikissa 
inkuboiduissa mikrosomierissä (taulukko 21), eli CYP2C19:n lisäksi myös CYP3A4:llä 
voidaan olettaa olleen suuri vaikutus M2:n muodostumiseen. M2:n ja 4-
hydroksimefenytoiinin muodostumisen matala korrelaatio myös CYP3A4-inhiboiduissa 
inkubaatioissa (kuva 29) kuitenkin viittaa näiden lisäksi yhden tai useamman muun 
CYP-entsyymin osallistuneen metaboliaan. CYP3A4:n/muiden CYP-entsyymien 
osallistuminen metaboliaan myös todennäköisesti selittää havaitun metaboliitin 
muodostumisen PM-erässä (kuva 18B). 
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Taulukosta 21 tehtävät havainnot vastaavat Y1:n suurella inkubaatiopitoisuudella M1:n 
kohdalla tehtyjä havaintoja: tulokset eivät viittaa M2:n muodostuneen ensisijaisesti 
CYP2C19:n kautta, vaan ennemmin CYP3A4:n, koska muutokset 
muodostumisnopeuksissa CYP3A4-inhibitiosta johtuen olivat suuria. HomUM-erien 
korkeat CYP3A4-aktiivisuudet (kuva 31) ovat siis voineet vaikuttaa merkittävästi 
metaboliitin muodostumiseen. 
Kuten M1:n, myös M2:n muodostuminen Y1:n suurella inkubaatiopitoisuudella oli 
CYP3A4-inhiboiduissa inkubaatioissa edelleen nopeinta kaikissa kolmessa homUM-
erässä (kuva 25B). Erot homUM- ja muissa erissä havaittujen muodostumisnopeuksien 
välillä kuitenkin tasoittuivat. Korkeat CYP3A4-aktiivisuudet siis todennäköisesti 
vaikuttivat ilman inhibitiota homUM-erissä havaittuihin korkeisiin M2:n 
muodostumisnopeuksiin. Tämän ei voida kuitenkaan olettaa olleen ainoa muita eriä 
korkeampiin muodostumisnopeuksiin johtanut tekijä, eikä M2:n muodostumisen 
riippuvuutta CYP2C19 homUM -genotyypistä voida poissulkea. 
 
9.2 Inkubaatiot CYP2D6-genotyypatuilla mikrosomeilla 
 
Sekä dekstrorfaanin että 1-hydroksibufuralolin muodostumisnopeus CYP2D6-
genotyypiltään eroavissa mikrosomierissä korreloi hyvin genotyypin kanssa (kuvat 19 ja 
20). Korrelaatio havaittiin sekä substraattien pitoisuudella 5 µM että 50 µM. Kaikissa 
kolmessa PM-erässä molempien metaboliittien muodostuminen oli molemmilla 
pitoisuuksilla hitaampaa kuin kahdessa IM-erässä, joissa molempien metaboliittien 
muodostuminen molemmilla pitoisuuksilla oli puolestaan hitaampaa kuin EM-erässä.  
EM/UM-erien mikrosomeista, joiden genotyypiksi toimittaja on ilmoittanut 
CYP2D6*2x2/*41 tai CYP2D6*2/*41x2, ei ole erotettu kumpaa genotyyppiä ne 
edustavat, todennäköisesti siksi, että kyseisten alleelien sekvenssit muistuttavat hyvin 
läheisesti toisiaan (Raimundo ym. 2004). Jos mikrosomit edustavat genotyyppiä 
CYP2D6*2/*41x2, voidaan olettaa duplikoituneen, osittain toiminnallisen alleelin 
tuottaman entsyymiaktiivisuuden vastaavan normaalia entsyymiaktiivisuutta. CYP2D6-
aktiivisuus tässä tapauksessa vastaisi siis tilannetta, jossa genotyypissä on kaksi 
toiminnallista alleelia. Jos mikrosomit edustavat genotyyppiä CYP2D6*2x2/*41, 
voidaan CYP2D6-aktiivisuuden olettaa olevan korkeampi kuin kahden toiminnallisen 
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alleelin tapauksessa, kun duplikoituneen toiminnallisen alleelin lisäksi genotyypissä on 
osittain aktiivisen entsyymin tuottava alleeli. Aktiivisuuden tulisi kuitenkin olla 
matalampi kuin UM-erän eli genotyypin CYP2D6*1/*2x2 tapauksessa, jossa sama 
duplikoitunut alleeli on yhdistetty osittain toiminnallisen alleelin sijaan toiminnalliseen 
villityypin alleeliin.  
Edustivat EM/UM-erien mikrosomit todellisuudessa siis kumpaa genotyyppiä tahansa, 
joka tapauksessa metaboliitin muodostumisnopeuden oletetaan olevan korkeampi kuin 
EM-erän (genotyyppi CYP2D6*1/*9: entsyymiaktiivisuuden oletetaan osittain 
toiminnallisen alleelin vuoksi olevan pienempi kuin kahden toiminnallisen alleelin 
tapauksessa), mutta matalampi kuin UM-erän mikrosomeissa. Oletus toteutui sekä 
dekstrorfaanin että 1-hydroksibufuralolin kohdalla molemmilla kanta-aineiden 
inkubaatiopitoisuuksilla. Sekä dekstrorfaanin että 1-hydroksibufuralolin 
muodostumisnopeus vaikutti siis olevan hyvin riippuvainen CYP2D6-genotyypistä. 
 
9.3 Tutkittujen metaboliareaktioiden selektiivisyys 
 
Kirjallisuuslähteiden perusteella S-mefenytoiinin metabolia 4-hydroksimefenytoiiniksi 
on hyvin CYP2C19-selektiivistä (Wrighton ym.1993; Goldstein ym. 1994).  Tähän 
viittaa myös se, ettei PM-erässä tässä tutkimuksessa muodostunut havaittavia määriä 4-
hydroksimefenytoiinia edes S-mefenytoiinin 100 µM inkubaatiopitoisuudella (kuva 
15B). S-mefenytoiinin voidaan siis todeta sopineen hyvin CYP2C19-
koetinsubstraatiksi. 
Omepratsolin soveltuvuus CYP2C19-aktiivisuuden koettimeksi voidaan sen sijaan 
kyseenalaistaa. Omepratsolin suurella inkubaatiopitoisuudella 5-hydroksiomepratsolin 
muodostumisen todettiin olevan ensisijaisesti CYP2C19-välitteistä, mutta myös 
CYP3A4:n osallistuvan metaboliaan huomattavasti (kappale 9.1.2) mikä vastaa 
kirjallisuuslähteitä (Andersson ym. 1993; Karam ym. 1996; Yamazaki ym. 1997). Tässä 
tutkimuksessa CYP3A4-aktiivisuus vääristi alun perin omepratsolin metaboliasta 
CYP2C19-genotyypatuissa mikrosomeissa tehtyjä havaintoja. CYP3A4-aktiivisuuden 
merkityksen vuoksi reaktiota ei siis ainakaan suurilla omepratsolipitoisuuksilla tulisi 
käyttää CYP2C19-aktiivisuuden koettimena. CYP2C19-selektiivisyys on 
todennäköisesti parempi omepratsolin pienellä inkubaatiopitoisuudella, mutta CYP3A4-
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aktiivisuus joka tapauksessa todennäköisesti selittää omepratsolin aiemman 
toissijaisuuden virallisena in vitro CYP2C19 -koettimena S-mefenytoiiniin nähden ja 
sen poistumisen kokonaan viranomaisten nykyisestä suosituksesta. Suurella 
inkubaatiopitoisuudella omepratsolin voidaan tässä tutkimuksessa katsoa sopineen 
CYP2C19-koetinsubstraatiksi CYP3A4-inhiboiduissa inkubaatioissa, koska 5-
hydroksiomepratsolin ja 4-hydroksimefenytoiinin muodostumisen välillä havaittiin 
hyvä korrelaatio (kuva 26). Myöhemmin esitetyt johtopäätökset on tehty näistä 
inkubaatioista tehtyjen havaintojen perusteella. 
Y1:n metaboliittien tiedetään muodostuvan CYP2C19:n lisäksi CYP3A4:n ja myös 
useampien muiden eri CYP-entsyymien kautta, mitä tukevat useat tässä tutkimuksessa 
tehdyt havainnot (kappaleet 9.1.3 ja 9.1.4). Y1:tä ei tutkimuksessa pyrittykään 
käyttämään varsinaisena CYP2C19-koettimena, vaan vain selvittämään, saadaanko 
kliinisessä tutkimuksessa muodostuneelle epäilylle CYP2C19-polymorfian 
merkityksestä tukea in vitro -kokeilla. Myöhemmin esitetyt yleiset johtopäätökset 
CYP2C19-polymorfiaan liittyen onkin tehty S-mefenytoiinilla ja omepratsolilla saatujen 
tulosten perusteella. 
Sekä dekstrometorfaanin metabolia dekstrorfaaniksi että bufuralolin metabolia 1-
hydroksibufuraloliksi on kirjallisuuslähteiden mukaan hyvin CYP2D6-selektiivistä 
(Kerry ym. 1994; Yamazaki ym. 1994; Schmider ym. 1997; Narimatsu ym. 2003). 
Myös tässä tutkimuksessa dekstrorfaanin ja 1-hydroksibufuralolin muodostumisen 
korkea korrelaatio (kuva 30), viittasi siihen, ettei kummankaan metaboliitin 
muodostumiseen osallistu ainakaan merkittävissä määrin muita entsyymejä. Koska PM-
erissä toimivaa CYP2D6-entsyymiä ei tulisi esiintyä lainkaan, näissä erissä havaitusta 
metaboliittien muodostumisesta (kuvat 19 ja 20) voidaan toki päätellä, että 
metaboliareaktioihin on pienissä määrin osallistunut myös yksi tai useampia muita 
CYP-entsyymejä. 1-Hydroksibufuralolin tapauksessa metaboliitin muodostuminen PM-
erissä vastasi toimittajan ilmoittamia CYP1A2-aktiivisuuksia (dataa ei ole esitetty). 
Myös kirjallisuuslähteissä metaboliittien muodostumiseen on vähäisissä määrin 
CYP2D6:n rinnalla todettu osallistuvan muita CYP-entsyymejä, 1-hydroksibufuralolin 
tapauksessa nimenomaan CYP1A2:n (Kerry ym. 1994; Yamazaki ym. 1994; Schmider 
ym. 1997; Narimatsu ym. 2003). PM-erissä havaittu metaboliittien muodostuminen oli 
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kuitenkin suurimmaksi osaksi hyvin vähäistä ja sekä dekstrometorfaanin että bufuralolin 
voidaan todeta sopineen hyvin CYP2D6-koetinsubstraateiksi. 
 
9.4 Metabolian substraattispesifinen riippuvuus CYP2C19-genotyypistä 
 
M1:n ja M2:n ja 5-hydroksiomepratsolin muodostuminen omepratsolin suurella 
inkubaatiopitoisuudella oli erissä homUM1 ja homUM2 suhteessa muihin 
mikrosomieriin nopeampaa kuin 4-hydroksimefenytoiinin muodostuminen, myös 
CYP3A4-inhiboiduissa inkubaatioissa (kuvat 15, 18A, 23B, 24 ja 25B). Tämä havaitaan 
myös korrelaatioanalyyseista, eriä homUM1 ja homUM2 kuvaavien pisteiden asettuessa 
poikkeuksetta suoran yläpuolelle (kuvat 26–29). CYP2C19 homUM -genotyypillä 
vaikutti siis olevan enemmän merkitystä omepratsolin ja Y1:n kuin S-mefenytoiinin 
metaboliassa, etenkin Y1:n suurella inkubaatiopitoisuudella, jolloin M1:n ja M2:n 
muodostuminen homUM-erissä oli CYP3A4-inhibitiosta huolimatta muita eriä 
nopeampaa (kuvat 24B ja 25B). 
CYP2C19 homUM -genotyypin näennäinen suurempi merkitys 5-hydroksiomepratsolin, 
M1:n ja M2:n muodostumisessa voi kuitenkin edelleen olla seurausta CYP3A4-
aktiivisuudesta, jos CYP3A4-inhibitio on ollut epätäydellinen. Y1:n suurella 
inkubaatiopitoisuudella todettiin CYP3A4:n mahdollisesti olevan ensisijainen 
metaboloiva entsyymi (kappaleet 9.1.3 ja 9.1.4). Etenkään tällöin käytetty 
inhibiittoripitoisuus ei välttämättä ole riittänyt inhiboimaan CYP3A4:ä niin, että 
CYP2C19 toimisi ensisijaisena metaboloivana entsyyminä ja metaboliittien 
muodostuminen mikrosomierissä vastaisi CYP2C19-aktiivisuuksia. Vaikka CYP3A4-
aktiivisuus olisi saatu täydellisesti inhiboitua, ovat jokin muu/muut CYP-entsyymit 
voineet osallistua metaboliitin muodostumiseen vaikuttaen samankaltaisesti tuloksia 
vääristäen kuin CYP3A4. Omepratsolin tapauksessa kirjallisuuslähteiden perusteella 
todennäköisempi selitys on inhibitiosta huolimatta jäljelle jäänyt CYP3A4-aktiivisuus, 
koska muiden entsyymien ei ole ainakaan merkittävissä määrin todettu osallistuvan 5-
hydroksiomepratsolin muodostumiseen (Andersson ym. 1993; Karam ym. 1996). 
Jos oletetaan, että viimeistään CYP3A4-inhiboiduissa inkubaatioissa metabolia on 
kuitenkin ollut lähes yksinomaan CYP2C19-välitteistä, olisi CYP2C19 homUM -
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genotyypin aikaansaamalla lisääntyneellä CYP2C19-aktiivisuudella siis jostain syystä 
ollut omepratsolin ja Y1:n metaboliittien muodostumisessa suurempi merkitys kuin 4-
hydroksimefenytoiinin muodostumisessa. Yksi selitys tälle voisi olla omepratsolin ja 
Y1:n CYP2C19:ää inhiboiva vaikutus. UM-genotyypissä esiintyvän CYP2C19*17-
alleelin on todettu johtavan lisääntyneeseen CYP2C19-aktiivisuuteen geenin 
lisääntyneen transkription vuoksi, eli ilmenevä entsyymimäärä on suurempi kuin 
villigenotyypin tapauksessa (Sim ym. 2006). Lisääntyneen entsyymimäärän vuoksi 
omepratsolin ja Y1:n CYP2C19:ää inhiboivalla vaikutuksella voi olla UM-genotyypin 
tapauksessa pienempi merkitys kuin villigenotyypin tapauksessa ja metabolianopeudet 
siksi UM-genotyypin mikrosomeissa suhteessa muihin mikrosomieriin suurempia kuin 
CYP2C19:ää inhiboimattomalla S-mefenytoiinilla. Tällöin oletetaan, että myös erissä 
homUM1 ja homUM2, joissa S-mefenytoiinin metabolian perusteella CYP2C19-
aktiivisuus oli hyvin pieni, CYP2C19 on ilmentynyt runsaasti. Suurin osa entsyymistä 
on kuitenkin ollut syystä tai toisesta inaktiivista. Omepratsolin ja Y1:n inhiboidessa tätä 
”valmiiksi inaktiivista” entsyymiä, on inhibition merkitys suhteessa muihin 
mikrosomieriin pienentynyt ja metabolianopeus kasvanut. Tässä tapauksessa entsyymin 
määrän kasvu olisi inhibition merkityksen pienenemiseksi ollut tarpeeksi suuri vain 
homUM-genotyypin mikrosomeissa. CYP2C19:ää inhiboiva vaikutus on 
todennäköisesti ollut merkittävä omepratsolin 30 µM inkubaatiopitoisuudella, sen 
ylittäessä omepratsolin IC50-arvon (7-8 µM, Ogilvie ym. 2011; Zvyaga ym. 2012; 
Shirasaka ym. 2013) reilusti, ja Y1:n molemmilla inkubaatiopitoisuuksilla 1 ja 30 µM, 
Y1:n Ki-arvon ollessa vain 0,6 µM. CYP2C19-inhibitio voi selittää myös 
CYP3A4:n/muiden CYP-entsyymien suurempaa osallistumista omepratsolin ja Y1:n 
metaboliaan pitoisuuksia nostettaessa. Suurin merkitys inhibitiolla voidaan ajatella 
olleen Y1:n suurella inkubaatiopitoisuudella, mikä voisi siis selittää myös CYP3A4-
inhiboiduissa inkubaatioissa kaikissa homUM-erissä havaittuja muita eriä korkeampia 
metaboliitin muodostumisnopeuksia. Hypoteesin vahvistamiseksi tulisi kuitenkin tehdä 
selventäviä tutkimuksia. S-mefenytoiinia voidaan esimerkiksi inkuboida uudelleen tässä 
tutkimuksessa käytettyjen mikrosomierien ja jonkin CYP2C19-inhibiittorin kanssa ja 
tarkastella inhibiittorin vaikutusta homUM-erissä havaittuihin 4-hydroksimefenytoiinin 
muodostumisnopeuksiin suhteessa EM- ja hetUM-eriin.  
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Toinen homUM-genotyypin vaihtelevaa merkitystä metaboliittien muodostumisessa 
selittävä tekijä voisi olla polymorfian substraattispesifinen vaikutus. Jos kuitenkin 
oletetaan, että UM-genotyypissä esiintyvä alleeli CYP2C19*17 lisää entsyymin 
aktiivisuutta lisääntyneen transkription eikä rakenteellisten muutosten vuoksi, tuntuu 
polymorfian substraattispesifinen vaikutus tässä tapauksessa epätodennäköiseltä. 
 
9.5 CYP2C19-polymorfian merkitys substraattien metabolialle 
 
Varsinaisten CYP2C19-koetinsubstraattien, S-mefenytoiinin ja omepratsolin, 
metabolian riippumattomuus CYP2C19-genotyypistä IM-, EM-, hetUM- ja homUM-
erissä voi selittyä useilla eri tekijöillä. Mahdollinen vaihtelu mikrosomien eristyksessä 
on voinut vaikuttaa erien CYP2C19-aktiivisuuksiin. Lisäksi, koska tutkimuksessa 
käytetyt mikrosomit on genotyypattu vain tiettyjen, tunnettujen alleelien suhteen, on 
mahdollista, että genotyyppaus on ollut virheellistä vielä tuntemattomista 
polymorfioista johtuen. Fenotyyppi ei tällöin luonnollisesti välttämättä vastaa oletettua 
virheellistä genotyyppiä. Tulokset voivat kuitenkin viitata myös siihen, ettei CYP2C19-
polymorfialla ole suurta merkitystä sen substraattien metaboliassa silloin, kun toimivaa 
entsyymiä esiintyy. Tällöin siis muilla CYP2C19-aktiivisuutta indusoivilla tai 
inhiboivilla yksilöllisillä tekijöillä olisi suurempi vaikutus entsyymiaktiivisuuteen kuin 
geneettisestä perimästä johtuvilla polymorfioilla. CYP2C19-aktiivisuuteen vaikuttavia 
yksilöllisiä ympäristö- ja fysiologisia tekijöitä on esitetty kirjallisuuskatsauksessa 
(kappale 4.2.1, taulukko 4).   Maksasairauksien ja mahdollisesti marihuanan käytön on 
todettu johtavan CYP2C19-aktiivisuuden vähenemiseen (Arns ym. 1997; Adedoyin ym. 
1998; Piqué ym. 2002; Anderson ja Chan 2016). Tällaisten tekijöiden vaikutusten 
voidaan ajatella erityisesti korostuvan tämän tyyppiseen tutkimukseen käytettävissä 
mikrosomeissa, koska luovuttajien maksojen muut käyttömahdollisuudet ovat 
rajatumpia.  
Vaikka CYP2C19-aktiivisuus homUM-genotyyppiä edustavalla yksilöllä siis olisi 
lähtökohtaisesti tavallista korkeampi, voidaan hänellä kuitenkin havaita tavallista 
alhaisempi CYP2C19-aktiivisuus, esimerkiksi maksasairauden aiheuttaman voimakkaan 
CYP2C19-inhibition vuoksi. Vastaavasti IM-genotyyppiä edustavalla yksilöllä toimiva 
CYP2C19 voi alun perin ilmentyä villigenotyypin yksilöä heikommin, mutta hänellä 
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voidaan kuitenkin havaita tavallista korkeampi CYP2C19-aktiivisuus esimerkiksi 
voimakkaasti CYP2C19:ää indusoivan lääkeaineen käytön vuoksi. Juuri tällaisista 
tapauksista on siis voinut olla kyse, kun IM-erässä havaittiin erittäin korkeita ja 
homUM-erissä alhaisia metaboliittien muodostumisnopeuksia.  
Poikkeuksen edellä mainitusta voidaan kuitenkin katsoa tekevän PM-genotyypin, jolloin 
toimivaa CYP2C19-entsyymiä ei tulisi esiintyä lainkaan. Tämä genotyyppi vaikuttaa 
yksiselitteisesti olevan merkittävä tekijä CYP2C19-substraattien metaboliassa, koska 
PM-erässä ei havaittu metaboliitin muodostumista lainkaan tai havaittiin vain matalia 
muodostumisnopeuksia, joiden voidaan muiden tehtyjen havaintojen pohjalta olettaa 
olevan seurausta ainakin CYP3A4-aktiivisuudesta. On ymmärrettävää, että PM-
genotyypin merkittävyys CYP2C19-substraattien metaboliassa poikkeaisi muista 
genotyypeistä, koska muiden yksilöllisten tekijöiden merkitys häviää toimivan 
entsyymin puuttuessa kokonaan. Luonnollisesti myöskään mikrosomien eristys ei ole 
vaikuttanut puuttuvaan entsyymiaktiivisuuteen. 
PM-genotyyppiä lukuun ottamatta CYP2C19-genotyyppi ei siis tämän tutkimuksen 
perusteella välttämättä vaikuta merkittävästi ilmenevään fenotyyppiin. Tämä vastaa 
kirjallisuuskatsauksessa esitettyjä in vivo -havaintoja, kun yksilön CYP2C19-genotyypin 
vaikutus substraattien farmakokinetiikkaan vaikutti PM-genotyyppiä lukuun ottamatta 
usein peittyvän farmakokinetiikassa muista syistä esiintyvän vaihtelun alle (kappale 
4.2.1).  
 
9.6 CYP2D6-polymorfian merkitys substraattien metabolialle 
 
Käytettyjen CYP2D6-substraattien, dekstrometorfaanin ja bufuralolin, metabolian ja 
CYP2D6-genotyypin välillä havaittiin hyvä korrelaatio. Voi olla, että mikrosomien 
eristys vaikuttaa vähemmän CYP2D6- kuin CYP2C19-aktiivisuuteen. Tulokset voivat 
viitata myös siihen, että CYP2D6-polymorfialla on CYP2C19-polymorfiaa suurempi 
merkitys substraattien metabolialle ja siis suurempi vaikutus entsyymiaktiivisuuteen 
kuin muilla yksilöllisillä tekijöillä.  
CYP2D6-aktiivisuuteen vaikuttavia yksilöllisiä ympäristö- ja fysiologisia tekijöitä on 
esitetty kirjallisuuskatsauksessa (kappale 4.2.2, taulukko 5). CYP2C19-aktiivisuus 
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vaikutti olevan CYP2D6-aktiivisuutta alttiimpi ympäristö- ja fysiologisten tekijöiden 
vaikutukselle, etenkin induktion osalta. Tämä tukee johtopäätöstä ilmenevän fenotyypin 
määräytymisestä voimakkaammin CYP2D6- kuin CYP2C19-genotyypin perusteella. 
Erityisesti CYP2D6:n poikkeuksellisen vähäisen indusoituvuuden vuoksi genotyypin 
merkitys voi muihin CYP-entsyymeihin nähden korostua. Lisäksi tietyillä CYP2D6-
polymorfioilla saattaa olla erityisen voimakkaasti entsyymiaktiivisuutta muuttavia 
vaikutuksia: esimerkiksi CYP2D6-polymorfialle ominaisilla geenin duplikaatioilla voi 
olla suurempi geenin transkriptiota lisäävä vaikutus kuin alleelilla CYP2C19*17.  
Samankaltaisen päätelmän CYP2D6-genotyypin merkittävyydestä ilmenevälle 
fenotyypille ovat katsausartikkelissaan esittäneet myös Zanger ja Schwab (2013) 
todetessaan, että CYP2D6-polymorfismin merkitys on CYP-entsyymeistä suurin laajan 
alleelivarianttien kirjon ja ympäristö- ja ei-geneettisten tekijöiden verrattain pienen 
vaikutuksen vuoksi.  
Kirjallisuuskatsauksessa esitettyjen in vivo -havaintojen perusteella myös yksilön 
CYP2D6-genotyypin vaikutus substraattien farmakokinetiikkaan vaikuttaa kuitenkin 
PM-genotyyppiä lukuun ottamatta usein peittyvän farmakokinetiikassa muista syistä 
esiintyvän vaihtelun alle (kappale 4.2.2). Genotyypin vaikutus substraattien 
farmakokinetiikkaan in vivo ei siis välttämättä ole yhtä suoraviivainen kuin mitä tämän 
tutkimuksen in vitro -tulokset antavat olettaa. Toisaalta tämän tutkimuksen tulokset 
voivat viitata siihen, että in vivo havaittu genotyypin ja fenotyypin epäkorrelaatio johtuu 
useammin yksilöiden virheellisestä genotyyppauksesta vielä tuntemattomista 
polymorfioista johtuen tai muista farmakokinetiikkaan vaikuttavista tekijöistä kuin 
CYP2D6-välitteisestä metaboliasta. 
 
9.7 Genotyypattujen mikrosomien käytettävyys farmakokineettisen yksilöllisen 
vaihtelun ennustamisessa 
 
Pro gradu -tutkielman kokeellisen osan tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää, olisiko 
CYP2C19- tai CYP2D6-genotyypattuja ihmisen maksan mikrosomeja mahdollista 
käyttää lääkeainekandidaattien farmakokinetiikassa esiintyvän yksilöllisen vaihtelun 
ennustamiseen mahdollisimman aikaisessa vaiheessa lääkekehitystä. Vaihtelua 
voitaisiin pyrkiä ennustamaan käyttämällä genotyypatuilla mikrosomeilla hankittua in 
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vitro -metaboliadataa farmakokinetiikkaa kuvaavissa simulaatiomalleissa, kuten 
kirjallisuuskatsauksessa on kuvattu (kappale 5).   
Tutkimuksen tulosten perusteella CYP2D6-genotyypattuja mikrosomeja olisi 
mahdollista käyttää edellä kuvattuun tarkoitukseen, koska CYP2D6-substraattien 
metabolia mikrosomeissa vaikutti olevan hyvin voimakkaasti riippuvaista CYP2D6-
genotyypistä. Tällöin, jos metaboliitin muodostuminen on pääasiassa CYP2D6-
välitteistä, metaboliassa CYP2D6-genotyypiltään eroavien mikrosomierien välillä 
havaittavat erot johtuvat todennäköisesti nimenomaan eroista mikrosomierien 
edustamissa CYP2D6-genotyypeissä. Näiden erojen voidaan siis olettaa heijastavan 
metabolisia eroja myös vastaavia genotyyppejä edustavien yksilöiden välillä.  
Tulosten luotettavuuden parantamiseksi inkubaatioita tulisi vielä suorittaa useammilla 
samaa genotyyppiä edustavilla mikrosomierillä mielellään myös eri toimittajilta. Tämä 
olisi tärkeää sen varmistamiseksi, ettei tähän tutkimukseen ole sattumalta valikoitunut 
mikrosomieriä, joiden CYP2D6-aktiivisuudet ovat genotyypin mukaisia, etenkin kun 
kirjallisuuskatsauksessa esitetyt in vivo -havainnot eivät olleet näin suoraviivaisia 
(kappale 4.2.2).  Suuret, samoja CYP2D6-genotyyppejä edustavista mikrosomieristä 
muodostetut poolit vähentäisivät yksittäisissä mikrosomierissä mahdollisesti esiintyvien 
muiden CYP-entsyymien poikkeavien aktiivisuuksien merkitystä, mikä olisi tärkeää 
tässä tutkimuksessa käytettyjä koetinreaktioita epäselektiivisempien reaktioiden 
tapauksessa.  
Ottamalla vielä huomioon tulosten luotettavuutta parantavat tekijät, voidaan 
lääkeainekandidaatin CYP2D6-välitteisesti muodostuvan metaboliitin muodostumista 
CYP2D6-genotyypiltään vaihtelevissa mikrosomeissa vertailemalla nähdä kuinka paljon 
CYP2D6-polymorfiat vaikuttavat kyseisen metaboliitin muodostumiseen. Siihen, miten 
suuria eroja genotyyppien välillä havaitaan, voivat vaikuttaa muiden CYP-entsyymien 
osallistuminen metaboliitin muodostumiseen tai polymorfioiden substraattispesifiset 
vaikutukset. Erityisesti tietyn metaboliitin muodostumisen seuraaminen on tärkeää 
farmakologisesti aktiivisten tai mahdollisesti toksisten metaboliittien tapauksessa. 
Pyrkimällä määrittämään vielä tarkemmin kanta-aineen häviämistä näytteissä voidaan 
saada tietoa siitä miten paljon muiden CYP-entsyymien kautta välittyvät muut 
metaboliareaktiot mahdollisesti vähentävät eroja kanta-aineen kokonaismetaboliassa 
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genotyyppien välillä. Yhdistämällä genotyypatuilla mikrosomeilla hankittua in vitro -
dataa farmakokinetiikkaa kuvaaviin simulaatiomalleihin, voidaan pyrkiä ennustamaan 
lääkeainekandidaatin kinetiikassa metabolian vuoksi esiintyvän yksilöllisen vaihtelun 
suuruutta. Näitä malleja ei voida kuitenkaan ajatella käytettäväksi ennustamaan 
farmakokinetiikkaa suoraan tietyn genotyypin yksilössä (PM-genotyypin yksilöitä ehkä 
lukuun ottamatta), koska kliinisten havaintojen perusteella vaihtelua esiintyy paljon 
myös saman genotyyppiryhmän yksilöiden keskuudessa (kappale 4.2.2). Tähän 
tarkoitukseen yksilöt voisi olla mielekkäämpää fenotyypata genotyyppauksen sijaan.  
Sen sijaan CYP2C19-genotyypattuja mikrosomeja ei tutkimuksen tulosten perusteella 
kannata hyödyntää lääkeainekandidaatin farmakokinetiikassa esiintyvän yksilöllisen 
vaihtelun ennustamiseen, koska CYP2C19-substraattien metabolia ei mikrosomeissa 
ollut merkittävästi riippuvaista CYP2C19-genotyypistä. Vaikka lääkeainekandidaatin 
metaboliitin muodostuminen siis olisi hyvin CYP2C19-selektiivistä, erot metaboliassa 
CYP2C19-genotyypiltään eroavien mikrosomierien välillä eivät välttämättä johdu 
eroista mikrosomien edustamissa genotyypeissä. Tämän tutkimuksen tulosten 
perusteella erot ovat todennäköisemmin seurausta esimerkiksi vaihtelusta mikrosomien 
eristyksessä tai mikrosomien luovuttajien muista yksilöllisistä, entsyymiaktiivisuuteen 
vaikuttavista tekijöistä, eivätkä siten millään lailla heijasta CYP2C19-genotyypiltään 
eroavien yksilöiden välillä havaittavia eroja kandidaatin metaboliassa. Mikrosomien 
CYP2C19-aktiivisuuden alttius ulkopuolisten tekijöiden vaikutukselle vaikuttaisi siis 
olevan liian herkkä mikrosomien hyödyntämiseksi tämän kaltaisessa tutkimuksessa. 
Poikkeus on PM-genotyyppi, jonka kohdalla toimivan entsyymin puuttumisesta johtuen 
ymmärrettävästi muut tekijät eivät vaikuta entsyymiaktiivisuuteen. PM-genotyypin 
mikrosomeja voidaan siis ajatella käytettävän ennustamaan CYP2C19-substraattien 
metaboliaa CYP2C19-genotyypiltään hidasta metaboloijaa edustavissa yksilöissä.  
Muiden genotyyppien osalta suuria, samoja CYP2C19-genotyyppejä edustavista 
mikrosomieristä muodostettuja pooleja käyttämällä yksilöllisten tekijöiden merkitys 
tietysti vähenisi, ja mikrosomien välillä havaitut erot saattaisivat heijastaa paremmin 
nimenomaan genotyypistä johtuvia eroja. Mahdollisen mikrosomien eristyksen 
CYP2C19-aktiivisuutta muuttavan vaikutuksen minimoimiseksi tulisi varmistua, että 
eristys on suoritettu mahdollisimman samalla tavalla kaikkien erien kohdalla.  
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Toisaalta, jos CYP2C19-aktiivisuus on paljolti genotyypistä riippumatonta, voidaan 
genotyypattujen mikrosomien sijaan hyödyntää tavallisia ei-genotyypattuja, mutta 
aktiivisuudeltaan mahdollisimman erilaisia mikrosomieriä in vitro -datan hankkimiseen 
simulaatiomalleja varten. Lääkeainekandidaatin kinetiikassa metabolian vuoksi 
esiintyvän yksilöllisen vaihtelun suuruutta voidaan tällöin pyrkiä ennustaman 
vastaavasti kuin CYP2D6-entsyymin tapauksessa. Etenkään tässä tapauksessa, kun 
yksilön fenotyyppi ei tämän tutkimuksen in vitro- eikä kirjallisuuskatsauksessa 
esitettyjen in vivo -havaintojen (kappale 4.2.1) pohjalta vaikuttaisi aina määräytyvän 
genotyypin perusteella, malleilla ei voida ennustaa farmakokinetiikkaa suoraan tietyn 
genotyypin yksilöissä, mahdollisesti PM-genotyypin yksilöitä lukuun ottamatta. 
Havaintojen perusteella yksilöt tulisi tätä tarkoitusta varten ehdottomasti fenotyypata 
genotyyppauksen sijaan. 
Tutkimuksen tarkoituksena oli myös selvittää, olisiko Y1:n CYP2C19 homUM -
genotyyppiä edustaneessa yksilössä kliinisessä tutkimuksessa havaittu erittäin nopea 
metabolia voitu ennustaa in vitro -kokeilla genotyypattuja mikrosomeja hyödyntäen. 
Koska Y1:n suurella inkubaatiopitoisuudella kaikissa homUM-erissä havaittiin muita 
eriä nopeampaa metaboliittien muodostumista myös, kun CYP3A4-entsyymi oli 
inhiboitu, ei mahdollista ennustavuutta voida täysin poissulkea. Varsinaisilla 
kaupallisilla koetinsubstraateilla ei kuitenkaan tehty tätä tukevia havaintoja, jolloin 
Y1:n metabolian genotyypatuissa mikrosomeissa tulisi poiketa näistä, esimerkiksi 
inhibitiovaikutuksen tai substraattispesifisen polymorfian vuoksi. Todennäköisempää 
kuitenkin ehkä on, että Y1:n kohdalla kaupallisista substraateista poikenneet havainnot 
homUM-erissä johtuivat metabolian epäselektiivisyydestä, eivätkä selity CYP2C19-
genotyypillä. Koska kliinisessä tutkimuksessa tehty havainto perustui vain yhteen 
yksilöön, ei nopeaa metaboliaa myöskään kyseisessä tapauksessa voida varmasti 
yhdistää CYP2C19-genotyyppiin, vaan tämän tutkimuksen tulosten perusteella 









Lääkeainevasteissa esiintyvä yksilöllinen vaihtelu voi johtaa hankaluuksiin lääkkeen 
annostuksen määrittämisessä ja lääkkeen käyttöön liittyvien riskien kasvamiseen. 
Lääkekehitys voisi hyötyä menetelmistä, joilla yksilöllistä vaihtelua voitaisiin ennustaa 
jo ennen kliinistä tutkimusvaihetta. Yksi merkittävä farmakokinetiikassa yksilöllistä 
vaihtelua aiheuttava tekijä on CYP-entsyymien geneettinen polymorfia. Inkuboimalla 
CYP2C19- ja CYP2D6-substraatteja CYP2C19- tai CYP2D6-genotyypattujen 
mikrosomien kanssa tutkittiin polymorfian vaikutusta metaboliaan ja mikrosomeilla 
hankitun in vitro -metaboliadatan soveltuvuutta farmakokinetiikassa esiintyvän 
yksilöllisen vaihtelun ennustamiseen. 
CYP2D6-substraattien metabolia oli mikrosomeissa selvästi riippuvaista CYP2D6-
genotyypistä, joten CYP2D6-genotyypattuja mikrosomeja voidaan ajatella käytettävän 
ennustavan in vitro -metaboliadatan hankkimiseen. Varsinaisten kaupallisten 
CYP2C19-koetinsubstraattien metabolia mikrosomeissa ei sen sijaan ollut CYP2C19-
genotyypistä riippuvaista, PM-genotyypin mikrosomeja lukuun ottamatta. Muita 
fenotyyppejä edustavien CYP2C19-genotyypattujen mikrosomien käyttäminen 
ennustavan in vitro -metaboliadatan hankkimiseen ei siis välttämättä ole mielekästä. 
Lääkeyritys Orionin kehittämän yhdisteen Y1 metabolia CYP2C19 homUM -
genotyypin mikrosomeissa poikkesi kaupallisista substraateista, eikä metabolian 
kaupallisia substraatteja merkittävämpää riippuvuutta CYP2C19-genotyypistä voitu 
poissulkea. Tutkittaessa polymorfian vaikutusta metaboliaan, on epäselektiivisten 
metaboliareaktioiden tapauksessa aina otettava huomioon muiden kuin polymorfisen 
entsyymin aktiivisuus: tässä tutkimuksessa CYP3A4-aktiivisuus vääristi alun perin 
CYP2C19-genotyypatuilla mikrosomeilla havaittuja tuloksia. Jos genotyypattuja 
mikrosomeja aiotaan lääketeollisuudessa käyttää farmakokinetiikassa esiintyvän 
yksilöllisen vaihteluun ennustamiseen, tulee tulosten luotettavuutta parantavia tekijöitä 
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Analyyteille optimoidut massaspektrometriaparametrien arvot. DP=suutinaukon jännite 
(Declustering Potential), EP=ionilähteen jännite (Entrance Potential), 
CE=törmäysenergia (Coillision Energy), CXP=törmäyskammiosta poistumisen jännite 
(Coillision Cell Exit Potential), CUR=verhokaasun paine (Curtain Gas), 
IS=ionisaationeulan jännite (Ionspray Voltage), TEM=ionisaation lämpötila 
(Temperature), GS 1=sumutuskaasun paine (Ion Source Gas 1), GS 2=apukaasun paine 
(Ion Source Gas 2), CAD=törmäyskaasun paine (Coillision Activated Dissociation tai 
Coillision Gas). 
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aS-mefenytoiinin analyyseissa CXP=4 V 
 
 
 
